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Resumen
Trypanosoma cruzi, parásito causante de la enfermedad de Chagas-Mazza, divergió tempranamente
del  tronco  común  de  los  eucariotas,  por  lo  que  exhibe  mecanismos  atípicos  en  procesos  muy
conservados a lo largo de la evolución. Particularmente el proceso de transcripción ha sido muy
estudiado,  observándose  diferencias  como  la  ausencia  de  regulación  pre-transcripcional,
transcripción policistrónica y el agregado de la región no traducidas 5’ por  trans-splicing. Estas
diferencias sugieren que la síntesis de proteínas podría también presentar características únicas; sin
embargo el proceso de traducción en tripanosomátidos no ha sido estudiado en profundidad.
En  trabajos  previos  del  laboratorio  demostramos  que  los  ribosomas  de  tripanosomátidos  son
resistentes  a  tricosantina,  una  toxina  proteica  que  inhibe  la  actividad  de  ribosomas  eucariotas.
Además construimos un mapa de densidades electrónicas del ribosoma 80S de  T. cruzi, donde se
observaron  características  estructurales  distintivas  no  encontradas  en  otros  eucariotas.  También
encontramos particularidades en las secuencias y en los patrones de interacción de las proteínas que
conforman el tallo ribosomal de T. cruzi, un complejo pentamérico esencial para la síntesis proteica
ya que, junto con otras proteínas ribosomales y ARNr, median la interacción de distintos factores de
traducción con el ribosoma, y controlan la actividad GTPasa de algunos de estos, entre ellos el
Factor  de Elongación 2 (EF2),  responsable de la  translocación del ribosoma durante la fase de
elongación. Continuando con esta línea de trabajos es que decidimos abordar la caracterización del
EF2 de T. cruzi (TcEF2).
Debido a que existe una gran variabilidad genética dentro de la especie T. cruzi, esta ha sido sub-
dividida  en seis  Unidades  Discretas de Tipificación (UDT I-VI).  Para evaluar  la diversidad del
TcEF2 en las distintas UDT, diseñamos primers a partir de las secuencias disponibles de la cepa CL
Brener (UDT VI) y clonamos y secuenciamos el gen a partir de cepas pertenecientes a las demás
UDT.  A nivel de secuencias de ADN, si bien observamos una identidad mayor al 99% entre todas
las  UDT,  encontramos  35  variaciones.  De  estas,  29  corresponden  a  transiciones  y  sólo  7  a
transversiones únicamente de dos tipos (G↔T y G↔C). El 80% de las variantes afectan la tercera
posición de los codones y no producen cambios en la secuencia aminoacídica,  mientras que las
restantes generan 6 cambios no-sinónimos. En reconstrucciones filogenéticas, las UDT I y II forman
líneas independientes, mientras que las UDT III y IV, y las UDT V y VI, forman parte de sendos
clados, acorde a los estudios existentes sobre la filogenia de T. cruzi.
Construimos  un  modelo  de  la  estructura  proteica  del  TcEF2  unida  a  GDP e  ión  Magnesio,
basándonos en el  cristal  de su ortólogo en  Saccharomyces cerevisiae,  con el  que comparte  una
identidad en su secuencia aminoacídica del 57,6%. En el modelo observamos los seis sub-dominios
clásicos  de los  EF2 eucariotas,  así  como la  conservación de diversos  residuos con importancia
funcional:  las  cuatro  hélices  canónicas  que  forman  el  bolsillo  GTPasa  están  conservadas,  los
aminoácidos  que  estabilizan  el  GDP y  el  ión  Magnesio,  la  Histidina  que  es  diftamidada  post-
traduccionalmente (His703), una de las dos Treoninas fosforilables (Thr57), las dos Lisinas (Lys511
y Lys617), y 8 de las 11 Argininas metilables. Este modelo se utilizó además para simular el efecto
de las variaciones observadas en las distintas UDT, sobre su estabilidad estructural. Los resultados
mostraron un aumento en la estabilidad de todos los TcEF2, excepto para las UDT III y IV en donde
una Alanina en la posición 360 presenta un efecto altamente desestabilizante, si bien este efecto es
disminuido gracias a la introducción de otra Alanina, en posición 367.
Para estudiar  la  similitud  a nivel  funcional  entre  el  TcEF2 y otros EF2, realizamos ensayos de
complementación en levaduras, utilizando la cepa de S. cerevisiae GB2, la cual es knock-out para el
EF2 y contiene una copia del factor endógeno bajo un promotor inducible por galactosa. Además de
utilizar el EF2 de S. cerevisiae (ScEF2) como control positivo, clonamos el factor de Mus musculus
(MmEF2), como representante de un organismo mamífero. Al estudiar la velocidad de crecimiento
de cultivos de levaduras en condiciones de co-expresión del TcEF2 con ScEF2, observamos una
aumento  en  los  tiempos  de  duplicación,  sugiriendo  una  posible  inhibición  competitiva.  En los
ensayos de complementación realizados, ni el TcEF2 ni el MmEF2, rescataron el crecimiento en la
cepa GB2. Sin embargo, no fue posible concluir ningún efecto del TcEF2, ya que al analizar los
niveles de expresión por Western Blot, encontramos que los factores heterólogos eran producidos en
cantidades menores comparados con el factor endógeno.
Para salvar este obstáculo,  utilizamos un sistema de complementación  in vitro donde, el TcEF2
rescató la traducción en polisomas de T. cruzi y de Rattus norvegicus. El TcEF2 tiene una similitud
a nivel de amioácidos del 75%, con R. norvegicus, M. musculus y Homo sapiens, sin embargo, los
residuos que contactan  con los distintos  componentes  del  ribosoma presentan una similitud  del
83%. Por su parte, los residuos de las proteínas ribosomales (L9, L12, S23, S30 y P0) que contactan
el EF2, presentan una similitud del 96,1%, y los ARNr (28S y 18S), una identidad del 88,2%, entre
las de T. cruzi y las de los mamíferos estudiados.
Nuestros resultados sugieren que, pese a las diferencias entre los EF2 de T. cruzi  y mamíferos, el
TcEF2 podría reemplazar funcionalmente al factor de mamíferos, probablemente debido a la alta
conservación de los residuos que participan formando puentes de Hidrógeno y enlaces hidrofóbicos
entre el EF2 y el ribosoma.
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1. Introducción
1.1 La enfermedad de Chagas-Mazza
La Enfermedad de Chagas-Mazza o Tripanosomiasis Americana, fue descubierta en 1909 por el Dr.
Carlos R. J. Chagas (médico brasileño con formación en clínica y entomología), y revalorizada por
el médico argentino Dr. Salvador Mazza. El agente etiológico es el parásito unicelular flagelado
Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido a humanos, entre otros mamíferos, por vectores insectos
hematófagos  (orden:  Hemiptera,  familia:  Reduviidae,  subfamilia:  Triatominae),  comúnmente
conocidos como “vinchucas”  (Sandoval y col.  2004).  Al día de hoy aún constituye uno de los
principales problemas de salud pública de América Latina, donde ocasiona más de 10.000 muertes
al año. A nivel mundial, se estima que entre 6 y 7 millones de personas se encuentran infectadas, y
maś de 25 millones se encuentran en riesgo de infección por vivir en áreas endémicas (OMS 2016)
(Figura 1.1).
Figura 1.1 – Mapa de distribución de los casos de la enfermedad de Chagas-Mazza en el Mundo.  Se
indican el número de casos estimado por país, basados en datos oficiales y no oficiales, en el período 2006-
2009. Además se indica el estado de la transmisión vectorial en los distintos países que presentan datos. La
figura fue adaptada de OMS (2010).
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En la Argentina existen alrededor de 1.5 millones de personas infectadas, de las cuales alrededor del
20% se encuentran enfermas, siendo las provincias de Chaco, Formosa, Catamarca, Santiago del
Estero, Mendoza y San Juan, las provincias con mayor riesgo de transmisión vectorial (Ministerio
de Salud – Presidencia de la Nación 2016) (Figura 1.2).
  
El riesgo de infección vectorial está directamente relacionado con el tipo de vivienda, ya que las
vinchucas encuentran un hábitat favorable en las grietas y rendijas de paredes y techos de casas
precarias usualmente ubicadas en áreas rurales y en los barrios marginales de las zonas urbanas. Por
ello  se reconoce que esta  enfermedad está  directamente asociada a  la pobreza  (Briceño-León y
Galván 2007). La infección domiciliaria por picaduras de vinchucas constituye el llamado “ciclo
doméstico”, que tiene como especie hospedadora principal al humano, además de afectar animales
domésticos como perros y gatos. Las principales especies de triatominos que actúan como vectores
en  esta  vía  son  Rhodnius  prolixus,  Triatoma  dimidiata y  Triatoma  infestans. Esta  última  es
responsable de dos tercios de los casos de transmisión de la enfermedad en Latinoamérica (Noireau
y  col.  2009).  Además  de  esta  vía,  se  reconocen  otras  dos;  el  “ciclo  silvestre”,  de  naturaleza
eminentemente zoonótica y en un estado de equilibrio entre vectores y huéspedes desarrollado a lo
largo de millones de años de interacción entre estos, y el “ciclo peridoméstico”, que actúa como
unión entre los dos primeros e involucra como hospedadores a animales de corral o aquellos que
entran y salen libremente de las residencias (Coura y Borges-Pereira 2010; Rocha y col. 2013).
Figura 1.2 – Mapa del riesgo de transmisión 
vectorial de la Enfermedad de Chagas-
Mazza en nuestro país. Las provincias con 
alto riesgo (rojo)  presentan una re-emergencia 
de la transmisión vectorial debido a un 
aumento de la infestación domiciliaria y 
poseen una alta seroprevalencia en grupos 
vulnerables. Las que muestran una situación de 
riesgo intermedio (celeste) presentan un índice 
de re-infestación mayor al 5% e insuficiente 
cobertura de vigilancia. Las provincias con 
bajo riesgo (verde) han logrado certificar la 
interrupción de la transmisión vectorial en los 
últimos años. La figura fue adaptada del 
Ministerio de Salud (2016). El mapa fue 
descargado de FreeVectorMaps.com (AR-EPS-
01-0002).
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Si bien la vía vectorial  constituye la principal  fuente de infección en países endémicos,  existen
otras:  la  transmisión  transfusional  es  una  de  las  principales  vías  de  infección  en  países  no
endémicos (Schmunis y Cruz 2005; Schmunis 2007; Schmunis y Yadon 2010); la vía congénita de
transmisión de madre a hijo es propia tanto de zonas endémicas como no endémicas  (Yadon y
Schmunis 2009); y la vía oral, originada por el consumo de frutas o jugos contaminados con heces
de vinchucas, ha despertado interés en la comunidad científica debido a la aparición de brotes en
Brasil,  Colombia  y Venezuela  (Coura y Junqueira  2012; Díaz y González 2014).  Otras vías de
contagio de menor importancia en salud pública son el contagio por trasplante de órganos, por vía
lactogénica y accidental.
La etiología de la enfermedad de Chagas-Mazza comienza con una fase aguda que dura entre 4 y 8
semanas, seguida de una fase crónica, en la cual el paciente permanece asintomático entre 12 y 20
años, pero en aproximadamente el 30-40% de los casos culmina con manifestaciones clínicas. La
fase aguda se caracteriza por síntomas clínicos transitorios usualmente observados en niños, como
fiebre, hinchazón de las glándulas linfáticas, agrandamiento del hígado y bazo, o inflamación local
en el sitio de infección y miocarditis leve (Pinto y col. 2008; Tanowitz y col. 2009). Esta fase puede
presentar  grados  relativamente  elevados  de  parasitemia,  lo  que  permite  su  detección  por
observación  directa  del  parásito  al  microscopio  o  mediante  la  detección  del  ADN  del  mismo
mediante técnicas moleculares. La detección en esta etapa es muy importante porque el tratamiento
alcanza porcentajes elevados de curación, superiores al 60% en niños en edad escolar (OMS 2016).
La mortalidad durante la fase aguda es muy baja, afectando a 1 paciente de cada 2.500 infectados
(Prata 2001; Teixeira y col. 2006).
Durante la fase crónica los pacientes presentan una parasitemia extremadamente baja, aunque los
títulos de anticuerpos contra antígenos de T. cruzi son elevados, lo que permite el diagnóstico de la
enfermedad por métodos inmunológicos.  Entre un 60-70% de los pacientes permanecen en esta
fase,  conviviendo con el  parásito  sin  desarrollar  daños importantes  en  tejidos  y órganos  (Prata
2001).
Las  manifestaciones  clínicas  de  la  fase crónica  de  la  enfermedad  de Chagas-Mazza  son las  de
mayor gravedad, involucrando patologías cardíacas en un 30% de los pacientes, o digestivas en un
15-20% de los casos, incluyendo megaesófago y megacolon (Rassi y col. 2009; Rassi y Marin-Neto
2010).
Para  el  tratamiento  de  la  enfermedad  de  Chagas-Mazza  existen  dos  drogas  disponibles,  el
Nifurtimox y el Benznidazol.  Ambos medicamentos son casi 100% efectivos para la cura de la
enfermedad cuando son administrados durante la fase aguda, infección congénita,  y durante los
estadios iniciales de la fase crónica en niños de hasta 12 años, que en algunos casos, se extiende
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hasta los 16 años (OMS 2016). Para el tratamiento en adultos no existe consenso aún en el uso de
estas drogas durante la fase crónica, existiendo estudios que avalan el tratamiento de los pacientes,
y estudios en los que la medicación no logró mejorar la sintomatología, aunque sí se observa una
disminución de la presencia del parásito en sangre (Ribeiro y col. 2009; Viotti y col. 2014; Morillo
y col. 2015).
1.2 Trypanosoma cruzi
T. cruzi  pertenece a la clase kinetoplastea (Figura 1.3 A), un grupo ampliamente distribuido de
organismos unicelulares flagelados, que incluye otros patógenos del hombre como  Trypanosoma
brucei (subespecies rhodesiense y gambiense), y diversas especies del género Leishmania (Simpson
y col. 2006). Los kinetoplástidos son un grupo monofilético que divergió tempranamente de la rama
común de los organismos eucariotas (Figura 1.3 B)  (Woese y col. 1990; Simpson y Roger 2004;
Cavalier-Smith 2013). La característica morfológica que distingue a este grupo de organismos es
una  estructura  subcelular  llamada  kinetoplasto,  que  corresponde  a  una  condensación  de  ADN
localizado en el interior de una única mitocondria ramificada (Lukes y col. 2002).
Figura 1.3 – Taxonomía y filogenética de  T. cruzi. A) Clasificación taxonómica de  T. cruzi.  B) Árbol
filogenético construido en base a secuencias de ARNr de la subunidad menor, representando el sistema de
tres dominios de Carl Woese, donde para el dominio Eukarya (negro, línea de puntos), se detallan sus cinco
grandes reinos. En el reino Excavata se nombran algunas de sus clases, resaltando Kinetoplastea (relleno
blanco)  donde  se  encuentra  T.  cruzi.  Para  los  demás  reinos  se  nombran  algunos  grupos  con  nombres
comunes. La figura fue adaptada de Woese y col. (1990) y Cavalier-Smith (2013).
Existe una gran variabilidad dentro de la especie T. cruzi, por lo que actualmente se ha llegado al
consenso de subdividirla,  con base en diferentes marcadores bioquímicos y moleculares, en seis
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Unidades Discretas de Tipificación (UDT I a VI) (Tibayrenc 1998; Zingales y col. 2009; Zingales y
col. 2012). Cada una de estas UDT presenta una particular distribución geográfica y circulación en
los ciclos de transmisión (Figura 1.4). Además, si bien todas las poblaciones de  T. cruzi causan
enfermedad  en  humanos,  estudios  epidemiológicos  sugieren  que  distintas  UDT  presentan
diferencias en el histotropismo (Vago y col. 2000; Macedo y col. 2004), y se ha postulado que la
carga parasitaria en tejidos y sangre periférica estarían implicados en las formas clínicas, progresión
y severidad de la enfermedad de Chagas-Mazza en su fase crónica (Macedo y col. 2004; Schijman y
col. 2004; Burgos y col. 2010).
Figura 1.4 – Distribución geográfica de las distintas UDT en el continente Americano. Se muestran las
áreas aproximadas en las que se encuentran las distintas UDT de T. cruzi, indicando las regiones en las que
sólo se encuentra transmisión por ciclo silvestre y por ciclo doméstico. La figura fue adaptada de Zingales y
col. (2012).
T. cruzi es un organismo diploide (El-Sayed y col. 2005), sin embargo su método de reproducción
es de tipo asexual por fisión binaria, por lo que se comporta como una población clonal, donde las
UDT representan clusters genéticos discretos dentro de la especie. En T. brucei existe evidencia de
apareamiento durante el estadío de desarrollo dentro de las glándulas salivales de su insecto vector
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(Peacock y col. 2014), pero esto no ha sido encontrado en T. cruzi, siendo el intercambio horizontal
de material genético dentro y entre UDT algo aún en discusión  (Lewis y col. 2011), si bien hay
evidencia que sugiere que el origen de algunas de las UDT es fruto de eventos de hibridación entre
poblaciones (Cuadro 1.1) (Bianca Zingales y col. 2012; Tomasini y Diosque 2015).
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Como  vimos  anteriormente,  a  lo  largo  de  su  ciclo  de  vida  el  T.  cruzi infecta  dos  tipos  de
organismos, un hospedador vertebrado y uno invertebrado. Para sobrevivir a las presiones propias
de cada uno de estos microambientes, el parásito experimenta transformaciones biológicas que se
reflejan en cambios metabólicos y estructurales (Cuadro 1.2).
En la infección en humanos, el ciclo de vida comienza cuando el triatomino vector se alimenta de la
sangre  de  un  individuo  infectado  con  T.  cruzi,  el  cual  se  encuentra  en  estadio  tripomastigote
circulante (Figura 1.5).  Una vez en el  tracto  digestivo del  insecto,  el  parásito  se diferencia  al
estadio  epimastigote y se multiplica, formando un reservorio de parásitos en el hospedador. Los
epimastigotes migran por el tracto digestivo hasta llegar al recto donde se adhieren y diferencian a
tripomastigotes metacícilicos, los que son liberados con las heces cuando el insecto se alimenta.
Esta última forma es la que infecta al humano. Cuando un tripomastigote ingresa a una célula, se
diferencia  al  estadio  amastigote,  y  se  multiplica.  Finalmente  los  parásitos  rompen  la  célula,
liberándose al torrente sanguíneo en forma de tripomastigote circulante, los cuales pueden alcanzar
células  vecinas  y amplificar  la  infección,  o  ser  ingeridos  por  vinchucas  recomenzando  el  ciclo
(Rassi y Marin-Neto 2010).
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Figura 1.5 – Ciclo de Vida Doméstico del T. cruzi. En el ciclo de vida doméstico del T. cruzi el hombre es
el  huésped mamífero,  y  distintos insectos de la  subfamilia  Triatominae,  adaptadas al  ámbito doméstico,
actúan  como  vector.  En  el  humano,  el  parásito  evade  al  sistema  inmune  por  tener  un  modo  de  vida
intracelular, y debido a la capacidad de escarpar desde la vacuola parasitófora (en la que es primeramente
contenido) al citosol, evitando de esta manera la posterior formación del fagolisosoma. En los insectos, el
parásito desarrolla su vida en el tracto digestivo, pasando por dos morfologías distintas, ambas flageladas.
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1.3 El ribosoma y la traducción
El ribosoma es la maquinaria responsable de la síntesis de proteínas en todos los seres vivos. Está
formado por  dos subunidades;  menor y mayor,  ambas conformadas por  proteínas  y ARN, y la
partícula completa posee una masa molecular aproximada de 2,5 x 103 (70S) y 4,2 x 103 kDa (80S)
en procariotas y eucariotas, respectivamente (Figura 1.6).
Figura 1.6 – Comparación entre los componentes que conforman un ribosoma procariota y
uno  eucariota. Los  componentes  de  los  ribosomas  son  designados  por  sus  coeficientes  de
sedimentación  “S”.  Pese  a  las  diferencias  en  número  y  tamaños  de  ARNr  y  proteínas,  los
ribosomas procariota y eucariota tienen una estructura general muy similar y realizan las mismas
funciones. La figura fue adaptada de Alberts y col. (2002).
Al unirse ambas subunidades, entre ellas se forma una cavidad abierta en ambos extremos, donde se
encuentran tres bolsillos que albergan a los ARNt, llamados  sitio A (Aminoacil-ARNt), donde se
encuentra  el  sitio  decodificador; sitio  P  (peptidil-ARNt),  donde  se  halla  el  centro  peptidil-
transferasa que cataliza la formación de la unión peptídica, y sitio E (salida, del inglés exit), desde
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donde el ARNt abandona el ribosoma (Figura 1.7 A).  Morfológicamente, la subunidad menor es
alargada, y se observan claramente varios dominios estructurales, los cuales han sido denominados
como  cuerpo  (body),  cabeza  (head),  plataforma  (platform),  protuberancia  (spur)  y  hombro
(shoulder). Por el contrario, la subunidad mayor posee una forma más redondeada, a excepción de
tres protuberancias,  llamadas central,  L1 y L7/L12  stalk  en procariotas,  o P  stalk  en eucariotas
(Figura 1.7 B).  La región de la cavidad entre ambas subunidades cercana al  sitio A y el  stalk
constituye la región donde interactúan los factores de elongación, de terminación y de reciclado. En
el otro extremo de la cavidad se encuentra el sitio E, cercano a la protuberancia L1 de la subunidad
mayor y la plataforma de la subunidad menor.
Figura 1.7 – Estructura general del ribosoma eucariota. A) Representación esquemática de
un ribosoma mostrando las subunidades mayor (verde claro) y menor (verde oscuro), el sitio de
unión del ARNm en la subunidad menor, y los sitios A (amarillo), P (naranja) y E (rojo) de
unión de los ARNt.  B) Estructura de la subunidad mayor 60S (verde claro, izq.) y menor 40S
(verde oscuro, der.) del ribosoma de  Saccharomyces cerevisiae (PDB 3J78). Se muestran las
caras internas de cada subunidad, con ARNt unidos a los sitios A (amarillo), P (naranja) y E
(rojo).  Si bien los tres sitios se muestran ocupados por razones esquemáticas, es importante
destacar que durante el proceso de síntesis nunca más de dos de estos contienen un ARNt. Con
letras  se  denotan  los  distintos  dominios  estructurales  de  cada  subunidad:  (60S)  CP,
protuberancia  central;  L1;  St,  P  stalk;  (40S)  b,  cuerpo;  h,  cabeza;  pt,  plataforma;  sp,
protuberancia; sh, hombro. La figura fue adaptada de Alberts y col. (2002).
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El  proceso  de  traducción,  o  síntesis  de  proteínas,  es  tradicionalmente  dividido  en  tres  etapas:
iniciación,  elongación  y  terminación  (Figura  1.8). Todas  estas  etapas  son  catalizadas  por  los
correspondientes  factores  de  iniciación,  elongación  y  terminación,  los  cuales  interactúan
transitoriamente con el ribosoma. Muchos de estos factores son GTPasas, y su actividad depende de
cambios  conformacionales  acoplados  a la  hidrólisis  de  GTP.  Los mecanismos  de  elongación y
terminación son altamente conservados entre procariotas y eucariotas, mientras que la iniciación
presenta mayor divergencia en sus factores y mecanismos entre los distintos grupos de organismos
(Gebauer y Hentze 2004; Rodnina y Wintermeyer 2009).
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Durante el paso de iniciación, la subunidad menor del ribosoma forma un complejo con factores de
iniciación (IF, del ingés Initiation Factor) que se encargan de reconocer la región 5’ del ARNm para
unirla a dicha subunidad, y luego, de localizar el codón de iniciación “AUG” en el mensajero y
situarlo en las posición correcta para que pueda ser leído por la maquinaria  sintética.  Es un IF
también el que se encarga de introducir la primer Metionina en el codón de iniciación, y el paso
culmina cuando la subunidad mayor se une al complejo formado por la subunidad menor, el ARNm
y el primer Metionin-ARNt, el cual queda ubicado en el  sitio P  (Pestova y col.  2001; Preiss y
Hentze 2003).
Por su parte, el paso de terminación involucra factores de terminación o liberación (RF, del inglés
Release Factor), y se produce cuando uno de los tres codones de terminación (“UAG”, “UAA” o
“UGA”) se ubica en el sitio A del ribosoma. Este codón es reconocido por un RF en lugar de un
ARNt,  y  el  proceso  implica  la  liberación  del  polipeptido  sintetizado,  y  el  desensamblado  del
ribosoma del ARNm (Nakamura y col. 1996; Buckingham y col. 1997; Dever y Green 2012).
A diferencia de la iniciación y la terminación, el paso de elongación es un proceso cíclico mediante
el cual el ribosoma va desplazándose sobre el ARNm, un codón a la vez, incorporando aminoácidos
al péptido naciente. Esta etapa requiere de la participación directa de dos factores de elongación
(EF,  del  inglés  Elongation  Factor)  llamados  EF-Tu  y  EF-G en  procariotas,  y  EF1α e  EF2 en
eucariotas,  respectivamente  (Dever  y  Green  2012;  Voorhees  y  Ramakrishnan  2013).  Este  ciclo
comienza con la aproximación al sitio A vacío de un ribosoma, de un complejo formado por el EF-
Tu/EF1α unido a GTP y a un aminoacil-ARNt. La complemetariedad entre el anticodón del ARNt y
el codón del ARNm expuesto en el sitio A, es lo que permite la unión del complejo al ribosoma,
induciendo la hidrólisis de la molécula de GTP (Grasmuk y col. 1974; Tanaka y col. 1977). El
complejo EF-Tu/EF1α unido a GDP tiene baja afinidad por el  ARNt, por lo que se disocia del
ribosoma,  permitiendo  la  re-orientación  del  aminoacil-ARNt  a  una  posición  cercana  al  centro
peptidil-transferasa.  El  grupo  peptidil  unido  al  ARNt  localizado  en  el  sitio  P del  ribosoma es
◄Figura 1.8 – El proceso de traducción en eucariotas. Durante la iniciación (sector verde), distintos IF se
encargan de ensamblar el ribosoma sobre el ARNm. En el esquema solo se muestran dos de los diversos IF
que participan del proceso: un complejo de factores, acá denotado como IF4, se encarga del reconocimiento
del ARNm y su unión a la partícula ribosomal 40S, la cual luego comienza la lectura del mensajero hasta
ubicar el codón de iniciación (AUG) en el sitio P; y el IF2, que participa del reconocimiento del primer
metionil-ARNt y su unión al sitio P en la subunidad menor. Durante la elongación (sector amarillo), el EF1α
se encarga de transportar nuevos aminoacil-ARNt e insertarlos en el sitio A y, tras la formación del enlace
peptídico,  es el  EF2 el  encargado de la translocación del  ribosoma. La terminación (sector rojo) ocurre
cuando un codón de terminación (UAA, UAG o UGA) se ubica en el sitio A, y es reconocido por factores de
liberación,  acá  denotados  como  RF,  lo  que  desencadena  la  liberación  de  la  proteína  sintetizada  y  el
desensamblaje de la maquinaria sintética. La figura fue adaptada de Alberts y col. (2002).
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transferido al aminoacil-ARNt ubicado en el sitio A, dejando un peptidil-ARNt en el sitio A y un
ARNt desacilado en el sitio P (Czworkowski y Moore 1996). La etapa final de la elongación es la
translocación  del  ARNt  vacío  del  sitio  P  al  E  y  del  peptidil-ARNt  del  sitio  A al  P,  y  el
desplazamiento  del  ARNm por  tres  nucleótidos,  dejando  el  siguiente codón  en  el  sitio  A del
ribosoma (Nombela y Ochoa 1973; Nolan y col.  1975; Nilsson y Nygård 1985).  Esta  etapa es
catalizada por  el EF-G/EF2 el cual se une al ribosoma acomplejado con GTP (Henriksen y col.
1975). Tras la translocación del ribosoma y la hidrólisis del GTP, el EF-G/EF2 ahora unido a GDP,
se disocia del ribosoma (Munro y col. 2010; Chen y col. 2013). Existe un tercer factor, llamado EF-
Ts en procariotas y EF1β en eucariotas, responsable de recilcar  el EF-Tu/EF1α unido a GDP a su
forma acomplejada con GTP (Rodnina y Wintermeyer 2009).
1.4 El Factor de Elongación 2
El EF2 eucariota es una proteína esencial para la viabilidad celular que pertenece a la súper-familia
de las GTPasas traduccionales (Atkinson 2015). Está constituido por una única cadena polipeptídica
de una masa de ~95 kDa (Kohno y col. 1986; Perentesis y col. 1992), la cual forma seis dominios
estructurales, numerados I a V, que poseen respectivas contrapartes en los EF-G procariotas, y un
dominio  G’ que  no  comparte  homología  con sus  ortólogos bacterianos  (Gomez-Lorenzo y col.
2000) (Figura  1.9  A).  Funcionalmente,  estos  seis  dominios  pueden  agruparse  en  dos  bloques
(Jørgensen y col. 2003), por un lado los dominios N-terminales I, G’ y II contienen el bolsillo de
unión a nucleótido,  más precisamente ubicado en el  dominio I,  delimitado por cuatro α-hélices
canónicas (Andersen y col. 2000) (Figura 1.9 B). Por otro lado, los dominios C-terminales III, IV y
V del EF2, interactúan con el ARNm en el sitio A del ribosoma, y sufren una reorientación respecto
del  bloque N-terminal  durante  la  translocación.  Es  interesante  destacar  que el  EF2 y el  EF1α,
también  perteneciente  a  la  súper-familia  de  las  GTPasas  traduccionales,  comparten  una  misma
región de unión al ribosoma en el sitio A, y al comparar sus estructuras se observa que sus dominios
I y II son equivalentes, y que los dominos III, IV y V del EF2 presentan una organización espacial
que mimetiza la del ARNt unido al EF1α (Nissen y col. 1995; Nissen y col. 2000), lo que está en
concordancia con la separación de los dominios del EF2 en dos bloques funcionales (Figura 1.9 C).
Es importante remarcar que,  si bien el  centro catalítico se encuentra  en el dominio I del factor
(Nilsson y Nygard 1984; Sprang 1997), la hidrólisis del GTP es activada por la interacción entre el
EF2 y el ribosoma, particularmente las proteínas que conforman el P stalk y dos dominios del ARNr
28S llamados sarcin ricin loop y thiostreptone loop (Uchiumi y col. 1990; Uchiumi y col. 1991).
Las proteínas del P stalk además cumplen el rol de mantener un pool de diversos factores cercanos
al sitio A (Naganuma y col. 2010; Nomura y col. 2012; Ito y col. 2014).
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Figura  1.9  –  Estructura  del  EF2  eucariota. A) Estructura  general  del  EF2  eucariota  (PDB:  1N0U),
mostrando con distintos colores sus seis dominios (I a V y G’). En el dominio I se indican en un color más
oscuro las cuatro α-hélices canónicas (hA a D). B) Dominio I del EF2 mostrando su superficie, se muestran
las cuatro α-hélices canónicas que forman el bolsillo que contiene el nucleótido (hA a D), en este caso se
observa un GDP y un átomo de magnesio  (Mg) ocupándolo.  La  orientación  del  dominio  es  igual  a  la
mostrada en (A) y la coloración denota la estructura secundaria del dominio (rojo para α-hélices y verde para
hojas-β). C) Se muestran lado a lado el complejo ternario formado por el EF1α unido a GTP y un aminoacil-
ARNt (izq.) (PDB: 4CXH), y el EF2 en su conformación unida al sitio A del ribosoma (der.) (PDB: 2P8Y).
Para resaltar el mimetismo molecular, los dominios III-V del EF2 se muestran en celeste, al igual que el
aminoacil-ARNt.  Los dominios  proteicos  I  y  II,  equivalentes  en ambos factores,  se  muestran en verde,
mientras que los dominios únicos para cada factor, el dominio III del EF1α y el dominio G’ del EF2, se
muestran en gris. La figura fue adaptada (A y B) de Jørgensen y col. (2003) y (C) de Nissen y col. (1995).
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Al respecto de la inducción de la translocación del ribosoma por el EF2, la evidencia actual sugiere
que la reacción de transpeptidación, que pasa la cadena polipeptídica al ARNt en el sitio A, dejando
un ARNt desacilado en el sitio P, es la que induce la translocación espontánea de la subunidad
mayor.  Esto  genera  un  estado intermedio  en el  cual  el  peptidil-ARNt se  encuentra  en  un sitio
“híbrido” A/P, esto es, el sitio A respecto de la subunidad menor y el sitio P al respecto de la mayor,
y a su vez el ARNt desacilado pasa a estar en el sitio P/E (Figura 1.10 A). Este estado híbrido del
ribosoma es el sustrato sobre el que actúa el EF2 unido a GTP. Como dijimos anteriormente, al
unirse al ribosoma ocurren cambios en la estructura del factor, el cual pasa de una conformación
más compacta, similar a la que adopta cuando se encuentra libre, a una más extendida (Salsi y col.
2015; Ling y Ermolenko 2016) (Figura 1.10 B). Este cambio es posible debido a que el dominio III
se comporta  como una “bisagra”,  permitiendo la rotación de los dominios IV y V respecto del
bloque de dominios N-terminales  (Jørgensen y col. 2003; Taylor y col. 2007), y posicionando el
ápice del dominio IV dentro del sitio A, donde actúa como un obstáculo estérico para el retorno del
aminoacil-ARNt al sitio A desde el sitio híbrido A/P, promoviendo así su completa translocación al
sitio P (Figura 1.10 C).  La evidencia experimental  sugiere que la hidrólisis  de GTP no estaría
acoplada a este cambio en la conformación del EF2, si no que ocurriría luego de alcanzado el estado
de post-translocación por el ribosoma, facilitando la liberación del factor (Moore 2012).
El  EF2 eucariota  presenta una serie  de modificaciones  pos-traduccionales.  En el  dominio I  del
factor, además del centro de unión a nucleótido, también se encuentran dos Treoninas fosforilables:
Thr57 y Thr59 en levaduras y mamíferos (Redpath y col. 1993; Bartish y col. 2007), las cuales son
sustrato  de  la  enzima  Rck2 en levaduras,  o  EF2-kinasa  en  mamíferos  (Jørgensen  y col.  2006;
Kenney y col.  2014;  Proud 2015).  El  EF2 puede ser  monofosforilado (Thr57)  o bi-fosforilado
(ambas Treoninas) por la kinasa, y ambas fosforilaciones inactivan el factor al disminuir su afinidad
por el ribosoma (Carlberg y col. 1990; Dumont-Miscopein y col. 1994). Por su parte, el dominio IV
del factor en eucariotas y arqueas presenta una Histidina en su región apical (His699 en levaduras y
His715 en mamíferos) que se encuentra modificada a diftamida (Oppenheimer y Bodley 1981; Su y
col. 2013). Esta modificación post-traduccional afecta la zona que mimetiza el anti-codón de los
ARNt, y pareciera tener un rol en el mantenimiento del marco de lectura durante la translocación
(Ortiz y col. 2006; Liu y col. 2012). Finalmente, si bien la metilación del EF2 es aún un campo
poco explorado, a la fecha existe evidencia en el EF2 murino de varias Argininas que pueden ser di-
metiladas reversiblemente por el complejo de metiltransferasas PRMT7/PRMT5 (Jung y col. 2011),
y en el  factor de levaduras se conocen al  menos dos Lisinas que son metiladas  de manera no-
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reversible: en el dominio III la Lys509 es tri-metilada por la metiltransferasa EFM3, y en el dominio
IV la Lys613 es di-metilada por la enzima EFM2  (Dzialo y col.  2014; Zhang y col. 2014). La
función de la metilación en Argininas es desconocida, pero la de las Lisinas pareciera tener una
importancia estructural, participando estos residuos de la interacción entre el factor y el ribosoma.
Figura 1.10 – Cambios conformacionales en el EF2 y el ribosoma durante la translocación.  A) Esquema
de los rearreglos ribosomales durante el paso de translocación catalizado por el EF2. Se muestran los estados
de pre-translocación, híbrido y de post-translocación, indicando la conformación de los sitios de unión de
ARNt.  B) Se muestran los reareglos interdominio en el EF-G (ortólogo de EF2 en procariotas), durante el
proceso de translocación superponiendo su estructura en el estado libre acoplado a GDP (magenta, PDB:
1DAR),  unido al  ribosoma en el  estado híbrido (rojo,  PDB: 4V7D),  y  post-translocacional  (azul,  PDB:
4V5F). C) El EF2 (rojo) podría promover el pasaje del aminoacil-ARNt desde el sitio híbrido A/P (verde), al
sitio P (naranja), al obstaculizar su regreso al sitio A (amarillo); lo que en consecuencia pasaría el ARNt
desacilado  del  sitio  híbrido  P/E  (celeste)  al  sitio  E  (no  mostrado).  La  figura  fue  adaptada  de  Ling  y
Ermolenko (2016).
20 \ Introducción
1.5 El ribosoma y el EF2 en T. cruzi
Como  T.  cruzi  divergió  tempranamente  del  tronco  común  de  los  eucariotas,  presenta  algunas
particularidades notables en aspectos centrales de su biología. En el proceso de transcripción se han
encontrado  numerosas  evidencias  de  mecanismos  atípicos,  como  ausencia  de  regulación  pre-
transcripcional  (Vanhamme y  Pays  1995),  transcripción  policistrónica  (Martínez-Calvillo  y  col.
2003) y trans-splicing (Liang y col. 2003). En cuanto a la síntesis proteica, estudios estructurales
comparativos  muestran  que el  ribosoma 80S de  T.  cruzi tiene  un volumen de 1,3 veces  el  del
ribosoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae, presentando un núcleo central conservado, junto
a una serie de estructuras periféricas distintivas, no encontradas en otros eucariotas  (Gao y col.
2005). En la subunidad 60S se encuentra la estructurara llamada púa (prong), y en la subunidad
40S, cercanas al dominio plataforma, están la torreta (turret) y la aguja (spire) (Figura 1.11). La
púa se encuentra cerca de la protuberancia central, en la parte posterior de la subunidad mayor, y es
similar a una estructura encontrada en ribosomas de humano, pero no de levaduras ni bacterias
(Spahn y col. 2004). La torreta está conformada por la hélice más larga observada hasta el momento
en un ribosoma, con un largo de 205 Å, y se extiende hasta la región inferior de la subunidad menor
donde forma una  conexión  con la  subunidad mayor  que  no  está  presente  en  los  ribosomas de
eucariotas superiores estudiados hasta el momento (“⁎” en la  Figura 1.11). Esta, junto con otros
tres puentes que conectan ambas subunidades, han sido descriptos con mayor detalle en el ribosoma
T. brucei (Hashem y col. 2013). Por su parte, la aguja está formada por una hélice próxima al sitio
de salida del ARNm, y podría participar del reclutamiento del extremo 5’ del mensajero, facilitando
y modulando el inicio de la traducción.
Estas  diferencias  se deben a  que todos los ARNr y muchas  de las  proteínas  que conforman el
ribosoma de los tripanosomátidos, presentan extensiones respecto de sus ortólogos en levaduras y
mamíferos  (Wuyts y col. 2000; Ayub y col. 2012; Hashem y col. 2013). Las extensiones en los
ARNr son llamadas “segmentos expandidos” y presentan ubicaciones y longitudes variadas.  Un
caso particular lo constituye el ARNr 28S de tripanosomátidos el cual, además de ser casi 1 kb
mayor  que  el  de  levaduras,  se  encuentra  procesado  mediante  digestiones  en  seis  fragmentos
nombrados ARNr 28Sα a ζ (Tabla 1.1) (White y col. 1986; Campbell y col. 1987).
En las proteínas ribosomales, estas extensiones tienen un largo promedio de 20 aminoácidos en las
que componen la subunidad mayor, y 10 aminoácidos en las que componen la subunidad menor,
respecto de las proteínas del ribosoma de levaduras  (Ayub y col. 2009). En la subunidad mayor,
muchas de las proteínas que forman el canal de salida de la cadena polipeptídica presentan grandes
extensiones, entre ellas el caso extremo de la L19 que duplica su tamaño con una extensión de 168
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Figura 1.11 – Comparación estructural de las subunidades ribosomales de  T. cruzi  y levaduras. Se
mueran las caras interactuantes de las subunidades mayor 60S (verde claro), y menor 40S (verde oscuro), de
T.cruzi (izq., ID: EMD1303) y S. cerevisiae (medio, ID: EMD1076), y una superposición entre ambas (der.,
S.  cerevisiae en color sólido,  T. cruzi en violeta transparente).  En las estructuras se marcan los sitios A
(amarillo), P (naranja) y E (rojo), de interacción con los ARNt, y con letras se denotan los distintos dominios
estructurales de cada subunidad: (60S) CP, protuberancia central; L1; St, P stalk (no es visible en T. cruzi,
probablemente debido a la alta flexibilidad del dominio); Pr, púa; (40S) b, cuerpo; h, cabeza; pt, plataforma;
sp, protuberancia; sh, hombro; tu, torreta; aguja. ⁎: punto de interacción entre amabas subunidades exclusivo
del ribosoma de tripanosomátidos. La figura fue adaptada de Gao y col. 2012.
 
Tabla 1.1 – Comparación de los 
ARNr de T.cruzi y S. cerevisiae. 
Se muestran las longitudes de los 
distintos ARNr que componen las 
subunidades menor y mayo de los 
ribosomas. Del ARNr 28S se 
indican los largos de los seis 
fragmentos propios de T. cruzi, 
así como la longitud total.
22 \ Introducción
aminoácidos en su extremo C-terminal,  haciendo que esta superficie  no sea plana,  como en los
ribosomas de levaduras y mamíferos (Figura 1.12). Esto es llamativo ya que es ésta la superficie de
contacto con el  canal presente en la membrana del retículo endoplásmico durante la síntesis de
proteínas de secreción o transmembrana  (Spahn y col. 2001; Frank 2003). Si bien la función de
estas extensiones es aún desconocida, en la reconstrucción de alta resolución del ribosoma de  T.
brucei se  observó que muchas  de ellas  interactúan y,  probablemente,  estabilizan  los  segmentos
expandidos delos ARNr (Hashem y col. 2013).
Figura  1.12  –  Comparación  estructural  de  los  ribosomas  de  T.  cruzi  y  levaduras. Se
muestra la misma cara lateral de la partícula ribosomal 80S de T. cruzi (izq.) y de S. cerevisiae
(der.). Se indican las subunidades mayor 60S (verde claro), y menor 40S (verde oscuro). La
superficie plana de la región de salida de la cadena polipeptídica en el ribosoma de levaduras, se
resalta con una línea roja discontinua La figura fue adaptada de Gao y col. 2012.
El EF2 de  T. cruzi  no ha sido estudiado aún con detenimiento, sin embargo sí existe abundante
información al respecto del grupo de proteínas que conforman el P stalk. En T. cruzi, esta estructura
es un complejo pentamérico conformado por cinco proteínas ribosomales P, donde TcP0 de 34 kDa,
es el componente central con el cual interactúan las otras cuatro proteínas P “chicas” de menor peso
molecular  (11  kDa)  TcP1α,  TcP1β,  TcP2α  y  TcP2β  (Ayub  y  col.  2005;  Smulski  y  col.  2011).
Estructuralmente, el dominio N-terminal de TcP0 interactúa con el ribosoma, en la base del P stalk,
mientras que en las P “chicas” funciona como dominio de interacción con la región media de TcP0.
Por su parte, todas las proteínas ribosomales P comparten una alta identidad de secuencia en sus
dominios C-terminales,  los cuales interactuarían con el  EF2  (Bargis-Surgey y col.  1999; Pérez-
Fernández y col. 2002) (Figura 1.13).
Es interesante remarcar que las proteínas ribosomales P son los únicos componentes del ribosoma
que varían en número y tipo entre distintas especies de eucariotas (Levin y col. 1993), por lo que
esta región presenta variabilidad dentro de una estructura muy conservada como es el ribosoma.
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En concordancia con las diferencias estructurales observadas, los ribosomas de tripanosomátidos
son altamente resistentes a Ricina y Tricosantina,  toxinas proteicas que inhiben la actividad del
ribosoma en otros eucariotas  (Scory y Steverding 1997; Juri Ayub y col. 2008), y a su vez, los
ribosomas de Leishmania mexicana y Crithidia fasciculata, organismos filogenéticamente cercanos
a  T. cruzi,  presentan mayor susceptibilidad  a  Paromomicina,  un antibiótico  aminoglicósido  que
produce fallas en la traducción durante la síntesis de proteínas (Fernández y col. 2011).
Figura  1.13  –  Modelo  esquemático  del  rol  funcional  de  la  región  C-terminal  de  las
proteínas P que conforman el  stalk. La proteína P0 (naranja) interacciona con el ARNr 28S
(Subunidad Mayor), específicamente con el thiostrepton loop (TSL, verde), y sobre esta se unen
las  proteína  P “chicas”  (amarillas).  Los  dominios  C-terminales  de  las  proteínas  P quedan
expuestos al citoplasma e interactúan con distintos factores, reclutándolos al sitio A, donde estos
a su vez interactúan con la región del ARNr 28S llamada sarcin ricin loop (SRL, violeta). En la
figura se muestran el EF1α (unido a GTP y el aminoacil-ARNt) y el EF2 (con GTP en su sitio
catalítico), unidos a los extremos C-terminales de las proteínas P. La figura fue adaptada deImai
y col. 2015.
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2. Hipótesis y objetivos
2.1 Hipótesis
Teniendo en cuenta las particularidades estructurales y funcionales en distintos procesos biológicos
de Trypanosoma cruzi, y más aún en su ribosoma, hipotetizamos que el Factor de Elongación 2 de
este parásito presentará diferencias a nivel de estructura y función con el de levaduras y mamíferos.
2.2 Objetivo general
El objetivo principal propuesto en el presente trabajo es estudiar las características estructurales y
funcionales del Factor de Elongación 2 de Trypanosoma cruzi (TcEF2).
2.3 Objetivos específicos
• Analizar comparativamente las secuencias del EF2 en las distintas Unidades Discretas de
Tipificación de T. cruzi.
• Comparar  estructuralmente  el  EF2  de  T.  cruzi  con  el  de  S.  cerevisiae  mediante  la
construcción de un modelo tridimensional de la proteína.
• Clonar el TcEF2 en un sistema que permita su expresión y producción en levaduras.
• Caracterizar funcionalmente al TcEF2 mediante ensayos de complementación  in vivo e  in
vitro.
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3. Materiales y métodos
3.1 Medios de cultivo
Para bacterias:
• SOB: 2% Triptona,  0,5% Extracto de levaduras,  10 mM NaCl,  2,5 mM KCl.  Luego de
esterilización  por  autoclave,  se  adicionaron MgCl2 y  MgSO4 estériles  para alcanzar  una
concentración final de 10 mM.
• SOC: SOB + 2% Glucosa.
• 2xYT: 1,6% Triptona, 1% Extracto de levaduras, 0,5% NaCl, pH: 7,4. Este medio se utilizó
de esta forma para cultivar cepas bacterianas, o bien, en el caso de bacterias transformadas,
se adicionó antibiótico al medio en función de la resistencia presente en el plásmido Tabla
3.1.
• 2xYT-Agar: 2xYT + 1.5% Agar-Select. Para selección blanco-azul en el caso de sembrar
bacterias  transformadas  con  pGEM-T Easy  (ver  3.3),  a  la  placa  ya  solidificada  se  le
adicionan 20  μl de 10 mM IPTG y 40 μl  de 2% X-Gal.  Para el  uso de antibióticos,  se
procedió de la misma manera que para 2xYT (Tabla 3.1).
Tabla 3.1 - Antibióticos utilizados en medio para cultivos bacterianos. Se detalla la
concentración final de uso da cada antibiótico, así como los plásmidos (ver 3.3) que
confieren resistencia a los mismos.
Para levaduras:
• YPD: 1% Extracto de levaduras, 2% Peptona de carne, 2% Glucosa.
• YPAD: YPD + 2% Agar-Select.
• YPG/R: 1% Extracto de levaduras, 2% Peptona de carne, 2% Galactosa, 1% Rafinosa.
• YPAG/R: YPG/R + 2% Agar-Select.
32 \ Materiales y Métodos 
• Medio  mínimo  para  levaduras  (SC): el  medio  mínimo  consiste  en  0,67%  Base
nitrogenada, Aminoácidos: 0,01% Adenina, Arginina, Cisteína, Leucina, Lisina, Treonina y
Triptófano; 0,005% Ácido Aspártico, Histidina, Isoleucina, Metionina, Fenilalanina, Prolina,
Serina, Tirosina y Valina; 0,01% Uracilo y 2% de una fuente de carbono que en el presente
trabajo puede ser 2% Glucosa o 2% Galactosa + 1% Rafinosa. Para medio sólido se adiciona
2% Agar-Select. Para seleccionar negativamente la presencia del gen  ura3, se adicionó al
medio  1  mg/ml  de  ácido  5-fluoro-orótico (5-FOA)  (SIGMA-ALDRICH). Los  medios
mínimos utilizados en el presente trabajo se detallan en la Tabla 3.2.
Tabla  3.2  -  Medios  mínimos  para  levadura. Detalle  de  los  componentes  de  los
distintos medios mínimos para levaduras utilizados en el  trabajo.  ⁎:  el  5-FOA es un
compuesto que al ser procesado por URA3 genera el metabolito tóxico 5-fluorouracilo,
por lo que es utilizado para seleccionar negativamente la presencia del gen ura3.
Para parásitos:
• Medio LIT: 0,5% Infusión de hígado, 0,5% Triptosa, 68 mM NaCl, 5,3 mM KCl, 22 mM
Na2HPO4,  0,2% Dextrosa anhidra,  20 μg/ml hemina,  100 U/ml Penicilina  G, 100 μg/ml
Sulfato de streptomicina, 10% Suero Fetal Bovino (SFB) (NATOCOR).
3.2 Cepas
Bacterias:
• Escherichia coli DH5α: F-, endA1, hsdR17 (rK-mK+), glnV44,thi-1 deoR, gyrA96, recA1,
relA1, supE44, Δ(lacZYA-argF)U169, λ-, (φ80dlacΔ(lacZ) M15).
• E. coli TOP10F' (Invitrogen Inc.): F' {lacI q Tn10 (Tet R)} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Φ80lacZ∆M15  ∆lacΧ74  recA1 araD139  ∆(ara-leu)7697  galU  galK  rpsL (Str  R)  endA1
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nupG.
• E.  coli DB3.1  (Invitrogen  Inc): F-  gyrA462  endA1  glnV44  Δ(sr1-recA)  mcrB  mrr
hsdS20(rB
-, mB
-) ara14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Δleu mtl1.
Levaduras:
• Saccharomyces  cerevisiae w303-1B: MATα,  leu2Δ3,112,  trp1Δ1,  can1Δ100,  ura3Δ1,
ade2Δ1, his3Δ11,15.
• S. cerevisiae BY4741: MATa,  his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0. Esta cepa es una de las
parentales sobre la cual se construyó la biblioteca de levaduras deficientes para todos los
marcos de lectura abierto de genes  (Baker Brachmann y col. 1998), y nos fue gentilmente
cedida por el Dr. Alejandro Colman-Lerner.
• S. cerevisiae DPH2Δ: MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0, dph2Δ::KanMX. Esta cepa
es derivada de BY4741, y nos fue gentilmente cedida por el Dr. Alejandro Colman-Lerner.
La delesión del gen DPH2 fue confirmada por PCR (Anexo, Cuadro A.1).
• S.  cerevisiae GB2: MATa,  his3Δ1,  leu2Δ0,  met15Δ0,  ura3Δ0,  yor133w::kanMX4,
ydr385wΔLEU2, pCBG1202/HIS3/ScEF2. Cedida por el Dr. Odd Nygård y la Dra. Galyna
Bartish  (Bartish y col. 2007). En esta cepa fueron eliminados ambos genes que codifican
para el factor de elongación 2 de S. cerevisiae (ScEF2), pero contiene el plásmido de rescate
pCBG1202/HIS3/ScEF2  que  permite  inducir  la  expresión  del  ScEF2,  esencial  para  la
superviviencia de las levaduras, al adicionar Galactosa al medio (ver 3.3).
• S. cerevisiae DBY2062: MATa, his4Δ619, leu2Δ3,112. Esta cepa nos fue gentilmente cedida
por los Drs. Hugo P. Adamo y Gerardo R. Corradi.
• S.  cerevisiae Pep4Δ: MATa,  his4Δ619,  leu2Δ3,112,  pep4Δ::KanMX.  Esta  cepa  nos  fue
gentilmente cedida por los Drs. Hugo P. Adamo y Gerardo R. Corradi.
• S.  cerevisiae DBYHLU: MATa,  his4Δ619,  leu2Δ3,112,  ura3Δ0.  Esta  cepa  es  derivada  de
DBY2062 y fue construida mediante la delesión del gen URA3 (Anexo, Cuadro A.2).
• S. cerevisiae Pep4ΔHLU: MATa,  his4Δ619, leu2Δ3,112, ura3Δ0, pep4Δ::KanMX. Esta cepa
es derivada de Pep4Δ y fue construida mediante la delesión del gen URA3 (Anexo, Cuadro
A.2)
Parásitos:
• Trypanosoma cruzi G: pertenece a la Unidad Discreta de Tipificación (UDT) I.
• T. cruzi Tul8 cl1: pertenece a la UDT II.
• T. cruzi M5631 cl5: pertenece a la UDT III.
• T. cruzi CanIII cl1: pertenece a la UDT IV.
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• T. cruzi PAH265: pertenece a la UDT V.
• T. cruzi TEV41: pertenece a la UDT V.
• T. cruzi CL Brener: pertenece a la UDT VI.
Roedores:
Para la amplificación de Factores de Elongación de mamíferos, contamos con preparados de ADNc:
• Mus  musculus C57BL/6: ADNc  sintetizado  a  partir  de  ARN  extraído  de  macrófagos
peritoneales. Gentilmente cedido por la Lic. Belen Jerez.
3.3 Plásmidos
pGEM-T Easy (Promega Corp.): Posee un origen de replicación para bacterias; gen de resistencia
a Amplicilina; sitio de clonado múltiple (MCS) con extremos abiertos cohesivos, por la presencia de
Timidina en los extremos 3’, que permiten la inserción directa de fragmentos de ADN amplificados
con Taq ADN Polimerasa (clonado T-A); el MCS interrumpe el gen LACZ, lo que permite hacer
selección  blanco-azul de  las  colonias  transformantes  (ver  3.1).  Además  presenta  sitios  de
hibridación  para  los  primers T7  y  SP6  flanqueando  el  MCS  que  fueron  utilizados  para
secuenciación de los insertos (Tabla 3.3).
pYes2.1/V5-His-TOPO (Invitrogen Inc.): Es  un plásmido  shuttle ya  que presenta  orígenes  de
replicación tanto para bacterias (ori) como para levaduras (2μ). También posee un gen de resistencia
a Amplicilina; gen de rescate de auxotrofía  URA3; MCS con extremos abiertos cohesivos, por la
presencia de timidinas en los extremos 3’, que permiten la inserción directa de productos de PCR
amplificados con  Taq  ADN Polimerasa (clonado T-A).  Además presenta en cada extremo una
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enzima TOPOisomerasa que permite ligar el inserto al vector sin emplear ADN ligasas (ver 3.6.6);
promotor  PGAL1 rio  arriba  del  MCS,  y  terminador  CYC1 TT en  3',  que  permiten  la  expresión
inducible de proteínas en presencia de Galactosa. El plásmido presenta las marcas V5 y 6xHis en
posición C-terminal al MCS, las que son útiles tanto para la purificación como para la detección de
las proteínas expresadas en este sistema. Además tiene sitios de hibridación para los primers GAL1-
For y V5-Rev flanqueando el MCS que se utilizaron para secuenciar los insertos (Tabla 3.3).
pYes2.1/V5-His/LacZ (Invitrogen Inc.): Es el plásmido pYes2.1-V5-His-TOPO cuyo inserto es la
secuencia codificante para la proteína LacZ. Esta construcción es provista por el fabricante para
utilizar como control de transformación y de expresión.
pCBG1202/HIS3/ScEF2: Es un plásmido shuttle de expresión inducible en levaduras, construido a
partir del plásmido pYES3/CT (Incitrogen Inc.), para utilizar como vector de rescate en la cepa GB2
(ver  3.2).  Presenta un gen de resistencia  a Ampicilina  y el  gen de rescate  de auxotrofía  HIS3.
Originalmente su MCS fue modificado para contener el  cassette RfC.1 entre los sitios  BamHI y
XhoI, lo que permite utilizar la tecnología de clonado por recombinación Gateway (Invitrogen Inc.),
pero esta versión contiene en ese sitio el gen del ScEF2, bajo el control inducible por galactosa del
promotor PGAL1 y, río abajo, presenta las marcas V5 y 6xHis (Bartish y col. 2007).
pRS404-PSTE5-YFPmut: Es un plásmido shuttle para expresión en levaduras que tiene la proteína
fluorescente  amarilla  bajo  el  promotor  débil  PSTE5.  Nos  fue  cedido  amablemente  por  el  Dr.
Alejandro Colman-Lerner, y en el presente trabajo fue utilizado como fuente para el clonado del
promotor PSTE5 en los vectores p4XX-PROM.
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p4XX-PROM: Son  una  serie  de  vectores  shuttle para  expresión  constitutiva  de  proteínas  en
levaduras  que  permiten  lograr  distintos  niveles  de  expresión  combinando  distintos  orígenes  de
replicación con distintos promotores (Mumberg y col. 1995). En este trabajo usamos la serie p4X6-
GPD como vectores de complementación (ver 3.8), los cuales rescatan la auxotrofía para Uracilo y
presentan el promotor fuerte GPD, el cual presenta los mayores niveles de expresión de la serie
(Cuadro 3.1). Estos vectores fueron gentilmente cedidos por el Dr. Cristian Meyer. Además, en este
trabajo  modificamos  el  plásmido para cambiar  su promotor  por los  de menor  expresión TEF1,
CYC1 y PSTE5.
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pUC57-Kan: Presenta un origen de replicación para bacterias, y gen de resistencia a Kanamicina.
Su MCS interrumpe el  gen  LACZ,  lo  que permite  hacer  selección blanco-azul de las colonias
transformantes (ver 3.1); y este se encuentra flanqueado por sitios de hibridación para los primers
M13F y M13R los cuales utilizamos para secuenciación (Tabla 3.3). Este plásmido es provisto por
la empresa GenScript Inc., conteniendo el constructo final del gen sintético solicitado.
3.4 Síntesis de primers y genes
Los  primers fueron  diseñados  con  ayuda  de  la  herramienta  OligoAnalyzer (IDTDNA
<http://www.idtdna.com/calc/analyzer>), que permite calcular la temperatura de hibridación teórica,
así como la probabilidad de formación de horquillas, homodímeros y heterodímeros. Para aquellos
pares  de  primers  que  presentaron  dificultades  al  utilizarse  con  las  temperaturas  de  hibridación
teóricas,  se  realizó  la  determinación  empírica  de  las  mismas  mediante  la  técnica  de  PCR con
gradiente de temperaturas (ver 3.6.2). En la Tabla 3.3 se consignan todos los primers utilizados en
el  presente  trabajo.  La  síntesis  de  primers  fue  encargada  a  las  empresas  GenBiotech o  Fagos
Ruralex.
La  síntesis  de  genes  completos  con  codones  optimizados  para  su  expresión  en  levaduras  fue
realizada  por  la  empresa  GenScript  Inc.  La  optimización  de  codones  fue  realizada  por  esta
empresa, aplicando el algoritmo OptimumGeneTM (US Patent 8,326,547), 
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3.5 Marcadores de peso molecular
3.6 Clonado y caracterización de material genético
En el presente trabajo realizamos el clonado de varios fragmentos de ADN, tanto codificantes como
no codificantes, a diversos plásmidos (ver  3.3). El proceso consiste en varios pasos, los cuales se
encuentran detallados en el Cuadro 3.2. Cuando realizamos este proceso a partir del genoma de un
organismo, lo llamamos “clonado”, mientras que si partimos de ADN previamente insertado en un
plásmido, nos referimos al proceso como “subclonado”.
Las secuencias obtenidas fueron utilizadas para confirmar el correcto clonado, o bien para realizar
estudios comparativos, filogenéticos (ver 3.10), y/o estructurales (ver 3.11).
3.6.1 Obtención de ADN genómico a partir de levaduras
El ADN genómico de levaduras se obtuvo mediante un método de ruptura mecánica y precipitación,
para ello: partiendo de un cultivo líquido de 5 ml de medio saturado de levaduras, se centrifugó el
mismo  a  2.000  x  g  por  5  min  y  luego  se  lavó  el  pellet con  500 μl  de  H2O.  Se  repitió  la
centrifugación y resuspendió el pellet en 200 μl de Buffer de ruptura (2% Triton X-100, 1% SDS,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8). Luego se adicionaron 200 μl de bolitas de
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vidrio (SIGMA-ALDRICH) y 200 μl de  fenol-cloroformo (50% de Fenol y 50% de Cloroformo
saturado con Buffer Tris 0,1 M pH 8). Se realizaron 5-10 ciclos de ruptura en  vortex  de 1 min,
seguidos de 1 min de incubación en hielo, cada ciclo, y luego se agregaron 200 μl de Buffer TE (10
mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8). Por último, se centrifugó la mezcla a 20.000 x g durante 10
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min a 4°C. Se transfirió  la  fase acuosa a  un tubo nuevo y se procedió a precipitar  el  material
genético mediante el agregado de 1 ml de EtOH seguido de una centrifugación a 20.000 x g por 10
min. Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 400 μl de Buffer TE. Para eliminar el
ARN,  se  incubó  el  sobrenadante  durante  30  min  a  37°C con  10  μg  de  ARNasa A  (SIGMA-
ALDRICH). Luego se agregaron 10 μl de 4 M Acetato de amonio y 1 ml de EtOH frío (mantenido
a -20°C) y se incubó la mezcla por 10 min en hielo. Se realizó una centrifugación a 20.000 x g por
10 min,  se removió el sobrenadante cuidadosamente y el  pellet fue lavado con 750 μl de  70%
EtOH. Nuevamente se centrifugó 10 min a 20.000 x g, se descartó el sobrenadante y se secó el
pellet incubándolo durante 5 min a 50°C. Finalmente se resuspendió el ADN genómico en 100 μl de
Buffer TE.
3.6.2 Amplificación de fragmentos de ADN mediante la técnica de Reacción en Cadena de la
Polimerasa (PCR)
El proceso de amplificación de fragmentos de ADN se realizó en el presente trabajo para alcanzar
alguno de los siguientes objetivos:
(a) Determinar la temperatura de hibridación óptima de un par de primers determinado,
(b) Confirmar la presencia de una determinada secuencia de ADN en un genoma o plásmido,
(c) Clonar un fragmento de ADN a un plásmido, ya sea a partir de material genómico, ADNc o
un plásmido.
La enzima utilizada para (a) y (b) fue la  UBA-Taq ADN Polimerasa  (FCENyN-UBA), mientras
que para los clonados (c), utilizamos la polimerasa de alta fidelidad Phusion High-Fidelity DNA
polimerasa (New England Biolabs). En todos los casos seguimos los protocolos provistos por los
fabricantes con las siguientes modificaciones:
• Para (a) y (b), los volúmenes finales de reacción fueron de entre 10-15 μl/tubo, mientras que
para (c), fueron de 50 μl/tubo por duplicado o triplicado, para alcanzar mayores volúmenes.
• Para (a) y (b) realizamos 30-35 ciclos de amplificación, mientras que para (c) fueron 25-30
ciclos,  esto  es  debido  a  que  un  mayor  número  de  ciclos  incrementa  la  proporción  de
fragmentos que pudieran haber sufrido alguna mutación.
• En  los  casos  en  que  las  reacciones  eran  poco  eficientes  o  presentaban  muchas  bandas
inespecíficas, agregamos 5% de DMSO a la mezcla de reacción.
• La concentración final de uso de cada primers fue de 0,6 pmol/μl.
• Las temperaturas de hibridación de los primers utilizados a lo largo del presente trabajo se
encuentran detalladas en la Tabla 3.3.
Las  PCR con gradiente  de  temperatura  fueron realizadas  en  un termociclador  S1000 Thermal
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Cycler (BIO-RAD), mientras que las PCR convencionales se hicieron en un equipo  GeneAmp
PCR System (Perkin Elmer).
3.6.3 Purificación de fragmentos de ADN
La purificación de fragmentos de ADN, producto de PCR y de digestiones enzimáticas, se realizó
mediante electroforesis  en gel de 1%  agarosa de bajo punto de fusión + 0.01%  Bromuro de
Etidio en Buffer TAE (4,9% Tris base, 1,14% Ácido acético glacial, 0,05 M EDTA pH 8,0). Las
muestras  se  mezclaron  con  Buffer de siembra 6x (60% Glicerol,  0,25% Azul  de  bromofenol,
0,25% Xilencianol), y se sembró en el gel el volumen total del tubo. Las bandas correspondientes al
fragmento de ADN a purificar fueron cortadas visualizándolas en un transiluminador de luz UV y la
purificación fue realizada con el sistema QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), siguiendo las
instrucciones del fabricante.
3.6.4 Digestión de ADN con enzimas de restricción
La obtención de fragmentos de ADN por digestión,  fue utilizada en el  presente trabajo con los
siguientes objetivos:
1. Clonar un fragmentos de ADN a un plásmido,
2. Verificar una secuencia mediante el análisis de RFLP (ver 3.6.13),
3. Determinar la orientación de un inserto dentro de un plásmido con tecnología de Clonado
T–A,  ya que esta  no permite  el  clonado direccional,  mediante el  análisis  de RFLP (ver
3.6.13).
Todas las digestiones se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante de las  enzimas de
restricción utilizadas (New England Biolabs), con las siguientes particularidades:
• La masa de ADN digerida dependió del uso posterior de la reacción:
◦ Para clonado o subclonado fueron digeridos entre 10 y 15 μg de ADN,
◦ Para RFLP fueron digeridos entre 2 y 6 μg de ADN.
• El tiempo de incubación de la reacción fue del doble del indicado en los protocolos, para
asegurar la completa digestión de los fragmentos.
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3.6.5 Agregado de Adeninas a fragmentos de PCR amplificados con polimerasa con actividad
proofreading
Los plásmidos pGEM-T Easy y los que utilizan la tecnología TOPO (ver 3.3), permiten el clonado
directo de fragmentos amplificados con Taq ADN Polimerasa mediante el sistema de clonado T–
A. Debido a que las amplificaciones por PCR para clonado se realizaron con la enzima  Phusion
High-Fidelity  DNA polimerasa,  antes  de  realizar  las  ligaciones  fue  necesario  el  agregado  de
Adeninas en los extremos 3' de los amplicones con el siguiente protocolo: Primero fue necesario
eliminar la polimerasa presente en la PCR mediante algún protocolo de purificación de la banda
(ver 3.6.3). Tras la purificación, a 24,6 μl de eluido se agregaron 3 μl Buffer Taq 10X, 1 μl 50 mM
dNTPs, 1,2 μl 50 mM Cl2Mg, 0,2 μl Taq ADN polimerasa e incubó la maezcla durante 1 h a 72°C.
Esta misma mezcla de reacción se utilizó de forma directa como inserto en una reacción de ligación,
sin necesidad de volver a purificarla.
3.6.6 Unión entre inserto y vector
Para unir inserto y vector utilizamos dos técnicas a lo largo del trabajo, dependiendo del plásmido
utilizado:
1. Ligación  con  Ligasa T4: La  masa  relativa  de  inserto  y  plásmido  se  establecieron  por
comparación de bandas en un gel de 1% agarosa + 0.01% Bromuro de Etidio, utilizando el
programa ImageJ – FIJI 1.50b (http://fiji.sc). Las ligaciones se armaron a un volumen final
de 10 μl conteniendo inserto y plásmido en la relación 3:1, 1 μl de Buffer de Ligación y 5
unidades de  T4Ligasa (New England Biolabs). La mezcla de reacción se incubó durante
toda la noche a 16ºC, o 2-3 h a temperatura ambiente. La reacción fue detenida mediante
una incubación a 65ºC por 10 min. Para las ligaciones al plásmido pGEM-T Easy (ver 3.3)
se siguieron las indicaciones del fabricante.
2. Ligación  con  TOPOisomerasa:  Las  ligaciones  se  realizaron  por  co-incubación  de
fragmentos de PCR con plásmidos con  tecnología TOPO siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente, se incorporaron Adeninas a los extremos del fragmento de PCR (ver
3.6.5), y se incubaron 4 μl de la PCR con 1 μl de “Salt Solution” y 1 μl del plásmido, en un
volumen final de 10 μl, por 5 min a temperatura ambiente.
3.6.7 Elaboración y transformación de bacterias competentes químicas
Utilizamos el protocolo de preparación de células “Ultra-competentes INOUE” para preparar las
cepas de bacterias competentes químicas, para ello: partiendo de un estriado en medio sólido 2xYT-
Agar de la cepa bacteriana que se desea hacer competente, se repicó una colonia a 25 ml de 2xYT.
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Tras incubar el cultivo por 6-8 h a 37°C en agitación 250-300 rpm, se inocularon 3 erlenmeyers
conteniendo 250 ml de SOB con 2, 4 y 10 ml del cultivo anterior. Estos luego se incubaron durante
toda la noche a 18-22°C en agitación 200 rpm. Al día siguiente se determinaron las DO600 de los tres
cultivos, y se seleccionó el que tuvo una DO600 = 0,55 pasándolo a hielo por 10 min. Se centrifugó
el cultivo a 2.500 x g a 4°C por 10 min y se descartó el sobrenadante, dejando la botella invertida
sobre  papel  por  2  min.  Se  resuspendió  el  pellet  por  agitación  en  80  ml  de  Buffer de
transformación INOUE (55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 10 mM PIPES o MOPS a
pH 6,7 en H2O mQ y esterilización por filtrado) a 1-2°C. Este proceso se repitió una vez más. Se
volvieron a centrifugar las bacterias y se resuspendió el pellet por agitación en 20 ml de Buffer de
transformación  INOUE a  1-2°C.  Se  agregó  1,5  ml  de  DMSO,  se  mezcló  suavemente,  y  se
incubaron las células en hielo por 10 min. Finalmente se alicuotaron las bacterias resuspendidas de
a  50-100 μl,  en  tubos  estériles,  y  fueron congeladas  inmediatamente  en  Nitrógeno  líquido,  y
guardados hasta su uso a -80°C.
Para transformar bacterias competentes químicas, tanto las elaboradas por el método INOUE, como
las  TOP10F' (Invitrogen Inc.),  seguimos  el  siguiente  protocolo:  se  agregaron entre  2-10 μl  de
plásmido purificado  (ver  3.6.11), o  producto  de  ligación (ver  3.6.6),  a  un  tubo  de  bacterias
competentes  descongeladas  en hielo.  Se incubó la mezcla por 30 min en hielo para permitir  la
difusión del plásmido en la mezcla. Se produjo el  shock  térmico incubando el tubo por 45 seg a
42°C e inmediatamente volviéndolo a hielo por 2 min más. Se agregaron 400 μl de  SOC y se
incubó el tubo por 45 min a 37°C. Finalmente se plaqueó una fracción del volumen de cultivo en
medio sólido de selección.
3.6.8 Elaboración y transformación de bacterias electrocompetentes
El protocolo de preparación de bacterias competentes químicas (ver 3.6.7) es complejo y consume
mucho tiempo, además de generar un gran volumen de bacterias competentes. Es por eso que, para
los casos en los que nos fue necesario  transformar alguna cepa,  un número limitado de veces,
decidimos  hacer  bacterias  electrocompetentes  mediante  el  siguiente  protocolo:  partiendo  de  un
estriado en medio  sólido  2xYT-Agar  de la  cepa bacteriana  que  se desea  hacer  competente,  se
inocularon 50 ml de medio  2xYT con una colonia y se incubó el cultivo durante toda la noche a
37°C con agitación 200 rpm. Al día siguiente se pasó el cultivo a 1 L de 2xYT e incubó a 37°C con
agitación 200 rpm hasta que alcanzó una DO600 = 0,5. Se centrifugó el cultivo a 2.000 x g durante
10 min, y se lavó el  pellet 3 veces con 250 ml  H2O mQ estéril a 4°C. Luego se lavó el  pellet 2
veces con 40 ml de Glicerol 10% en H2O mQ estéril a 4°C. Finalmente se resuspendió el pellet en
1 volumen de Glicerol 10% en H2O mQ estéril a 4°C, conservando las células resuspendidas en
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hielo hasta su utilización.
Para transformar estas células: se transfirió una alícuota de 100 μl de bacterias electrocompetentes a
un tubo  eppendorf estéril,  a la cual se agregaron  2-5 μl de  plásmido purificado (ver  3.6.11), o
producto de ligación (ver 3.6.6). Se incubó la mezcla en hielo por 10 min, y luego se transfirió todo
el volumen a una cubeta de electroporación (BIO-RAD). Se electroporaron las bacterias a 2,5 Kv,
25 μF y 200Ω τ4,6-4,7 (programa Ec2 en el equipo MicroPulser de BIO-RAD), e inmediatamente
fueron rescatadas con 3 lavados de 1 ml de SOC a temperatura ambiente, a un tubo falcon de 15 ml
estéril. Se incubó el cultivo por 1 h a 37ºC con agitación 200 rpm y se plaqueó una fracción del
volumen de cultivo en medio sólido de selección. Las placas se incubaron por una noche a 37ºC,
tiempo suficiente para la aparición de colonias. Estas placas pueden ser conservadas a 4ºC por 3 a 6
meses.
3.6.9 Preparación y transformación de levaduras electrocompetentes
Las levaduras no conservan su competencia durante mucho tiempo, incluso si son conservadas en
30-40% glicerol  a  –80°C.  Además,  las  cepas  transformadas  a  utilizar  en  las  producciones  de
proteínas, deben obtenerse frescas cada vez, debido a que disminuyen los niveles de expresión en
las  mismas  con  el  tiempo  de  guardado.  Es  por  esto  que  decidimos  utilizar  un  protocolo  de
preparación de levaduras electrocompetentes simple y que utiliza reactivos de bajo costo. Partiendo
de un estriado en medio sólido  YPAD o  YPAG/R de la cepa de levaduras que se desea hacer
competente, se inocularon 2 ml de medio líquido  YPD o YPG/R con una colonia y se incubó el
cultivo durante toda la noche a 30°C con agitación 200 rpm. Al día siguiente se pasó el cultivo a 50
ml de medio líquido y se volvió a repetir la incubación durante toda la noche a 30°C con agitación
200 rpm. Al día siguiente, se centrifugó el cultivo a 2.000 x g durante 5 min, y se lavó el pellet 3
veces con 15 ml  H2O mQ estéril a 4°C. Luego se lavó el  pellet 2 veces más con 15 ml de  10%
Glicerol en H2O mQ estéril a 4°C. Finalmente se resuspendió el pellet en 1 ml de 10% Glicerol en
H2O mQ estéril a 4°C, conservando las levaduras resuspendidas en hielo hasta su utilización.
Para  transformar  estas  levaduras:  se  transfirió  una  alícuota  de  100  μl  de  las  levaduras
electrocompetentes a un tubo  eppendorf estéril,  al  cual se agregaron luego  2-5 μl (5-10 μg), de
plásmido purificado (ver 3.6.11), o producto de PCR purificado (ver 3.6.3). Se incubó la mezcla en
hielo por 30 min, y luego se transfirió todo el volumen a una cubeta de electroporación (BIO-RAD).
Se  electroporaron  las  levaduras  a  2,5 voltios,  25  μF y  250 ohms (programa Sc2 en  el  equipo
MicroPulser de BIO-RAD), e inmediatamente fueron rescatadas con 1 ml de medio líquido YPD o
YPG/R a temperatura ambiente, a un tubo eppendorf estéril. Se incubó el cultivo por 1 h a 30ºC. Se
centrifugó el tubo a 2.000 x g por 1 min, y se descartó casi todo el sobrenadante, dejando una gota
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en el tubo en la cual se resuspendió el  pellet. Finalmente se plaqueó todo el volumen en medio
sólido de selección y se incubó la placa por 1 a 5 días a 30ºC, hasta la aparición de colonias. Estas
placas pueden ser conservadas a 4ºC por 2 a 3 semanas.
3.6.10 QuickPrep
Este método permite discriminar rápidamente las bacterias transformantes que contienen plásmidos
vacíos  de  las  que  incorporaron  plásmidos  con  insertos:  partiendo  de  un  cultivo  saturado  de
bacterias, a una alícuota de 100 μl se le agregaron 50 μl de Fenol-cloroformo (50% de Fenol y 50%
de Cloroformo saturado con Buffer Tris 0,1 M pH 8), y 10 μl Buffer de siembra 6x (60% Glicerol,
0,25% Azul de bromofenol, 0,25% Xilencianol). Se mezcló el contenido del tubo con vortex por 3 a
5 min, y luego se centrifugó a máxima velocidad por 2 min. Finalmente se sembraron 40-50 μl de la
fase acuosa en un gel de 1% agarosa + 0,01% Bromuro de Etidio. La manera de interpretar los
resultados de QuickPrep se esquematiza en el Cuadro 3.3.
3.6.11 MiniPrep
Para  la  obtención  de  ADN  plasmídico  a  partir  de  bacterias  transformadas  a  pequeña  escala,
utilizamos  el  siguiente  protocolo:  partiendo  de  3-15  ml  de  2xYT saturado  de  bacterias,  se
centrifugaron  los  cultivos  en  un  tubo  eppendorf por  1  min  a  20.000  x  g,  descartando  el
sobrenadante, las veces que fueran necesarias para juntar el pellet de todos los mililitros de cultivo
en el mismo eppendorf. Se resuspendió el mismo en 300 μl de Solución 1 (25 mM Tris-HCl pH 8,
50  mM  Glucosa,  10  mM  EDTA en  agua,  esterilización  por  autoclave)  utilizando  vortex.  Las
bacterias se lisaron con el agregado de 300 μl de Solución 2 (0,2 N NaOH, 1% SDS), mezclando
suavemente por inversión 10 veces. Luego se adicionaron 300 μl de Solución 3 (3 M de Acetato de
Potasio, 11,5% Ácido Acético Glacial), se mezcló suavemente y se incubó en hielo por 10 min, lo
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que produjo la precipitación del ADN genómico bacteriano. Se centrifugó el tubo a 20.000 x g por
15 min a 4ºC y se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. Para eliminar el ARN, este se incubó
por 1 h a 37ºC con el agregado de 80 μg de  ARNasa A (SIGMA-ALDRICH). Para separar las
proteínas de la mezcla, se añadieron 600 μl de Cloroformo-isoamílico (24 partes de Cloroformo y
1 parte de Alcohol isoamílico), mezclándolo enérgicamente con  vortex, y se centrifugó el tubo a
20.000 x g por 5 min a 4ºC (separación de proteínas en fase orgánica). Para precipitar el ADN
plasmídico,  se  pasó  la  fase  acuosa  superior  a  un  nuevo  tubo  limpio  conteniendo  700  μl  de
Isopropanol y se incubó esta mezcla a temperatura ambiente por 30 min. Luego se centrifugó el
tubo a 20.000 x g por 15 min a 4ºC, se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 ml de 70%
EtOH. Se volvió a centrifugar el tubo a 20.000 x g por 5 min a 4ºC, descartó el sobrenadante
cuidadosamente  y  se  dejó  secar  el  pellet  a  temperatura  ambiente  hasta  que  éste  se  tornó
transparente. Finalmente se resuspendió el pellet en 50 μl H2O.
Para la cuantificación de las minipreparaciones plasmídicas se utilizó un equipo  Nanodrop 1000
(Thermo Fisher  Scientific),  calculando la  concentración  y pureza de las  muestras  mediante  los
valores de DO230, DO260 y DO280.
3.6.12 Precipitación de ADN
Los sistemas comerciales de purificación de ADN suelen garantizar un alto grado de pureza del
material genético, en detrimento de la masa obtenida. Como para transformar levaduras (ver 3.6.9),
es necesaria una gran cantidad de ADN (5-10 μg), en los casos en los que se obtuvo una preparación
de  material  genético  con  baja  concentración,  antes  de  transformar,  fue  necesario  concentrar  la
preparación, para ello: partiendo de fragmentos de PCR o MiniPreps plasmídicas, se agregaron 200
μl de Fenol-cloroformo (50% de Fenol y 50% de Cloroformo saturado con Buffer Tris 0,1 M pH 8)
a un volumen de material genético, y tras mezclar 1 min con vortex, se centrifugó la mezcla 2 min a
20.000 x g a  4°C. Se transfirió  el  sobrenadante  a  un tubo nuevo y,  para eliminar  el  Fenol,  se
repitieron todos los pasos anteriores pero utilizando sólo Cloroformo. Se agregaron 20 μl de 3 M
Acetato de sodio  más 500 μl de  EtOH. Tras mezclar 1 min con  vortex, se incubó la mezcla, en
función del tiempo disponible, durante toda la noche a –20°C, 1 h a –80°C o bien, 15 min en hielo
seco.  Tras  la  incubación,  se  centrifugó  durante  20  min  a  20.000  x  g  a  4°C  y  descartó  el
sobrenadante. Se lavó el pellet con 1 ml 70% EtOH mezclando cuidadosamente por inversión. Se
repitió la centrifugación a 20.000 x g a 4°C por 10 min, y se volvió a descartar el sobrenadante. Se
dejó secar el  pellet a temperatura ambiente por 10 min y finalmente se resuspendió el mismo en
H2O o en Buffer TE (10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8).
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3.6.13 Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP) y perfil de bandas
hipotéticas
La identificación de los sitios y la predicción de los fragmentos de restricción se realizaron con la
herramienta  NEBcutter (Vincze  y  col.  2003).  El  análisis  de  resultados  de  RFLP hipotético  se
encuentra detallado en el Cuadro 3.4.
3.6.14 Secuenciación
Todas las secuenciaciones fueron realizadas por el servicio Macrogen Inc., preparando la muestra
de acuerdo a los lineamientos  exigidos  por la empresa.  Los  primers diseñados para este  fin se
identifican dentro de la columna “observaciones” en la Tabla 3.3. Regularmente utilizamos un par
de primers para secuenciar ADN, uno en posición 5' y otro en 3'. Sin embargo, como los factores de
elongación  tienen  un  largo  aproximado  de  2,5  kb  y  las  secuencias  obtenidas  del  servicio  son
confiables en un rango de 800-1000 bp, para cubrir estas secuencias utilizamos además  primers
internos ubicados a 700 bp del comienzo y final de la secuencias.
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3.7  Expresión  y  producción  de  proteínas  recombinantes  en
levaduras
En el presente trabajo expresamos proteínas en levaduras con tres fines distintos:
• Comprobar el correcto clonado en fase de las secuencias codificantes al detectar la presencia
de la proteína completa mediante la técnica de Western Blot (ver 3.7.6).
• Realizar estudios de complementación in vitro (ver 3.9).
• Producir proteínas recombinantes en pequeña o mediana cantidad (ver 3.7.1 y 3.7.2).
3.7.1 Extracción de proteínas de levaduras en pequeña escala
Para analizar el contenido proteico de levaduras transformadas con plásmidos de expresión (ver
3.6.9) utilizamos dos protocolos simples para realizar el lisado de un pequeño volumen de cultivo
de las mismas (200 μl a 5 ml), y posteriormente analizar el extracto por SDS-PAGE (ver 3.7.5), y
Western Blot (ver 3.7.6).
Para ambos métodos se partió de un cultivo líquido crecido del cual se determinó su DO600. Para el
método de ruptura directa por calor con Cracking Buffer, luego se calculó el volumen de cultivo
necesario para que, al ser resuspendido el pellet en 30 μl, alcance una DO600 = 50-100, utilizando la
fórmula: DOfinal * Volumenfinal / DOinicial = Volumeninicial. El volumen calculado se separó en un tubo
eppendorf y se centrifugó a 20.000 x g por 1 min. Se resuspendió el pellet en 30 μl de PBS, a los
que se le agregaron 8 μl de Cracking buffer 5x (240 mM Tris-HCl pH 6,8, 6% SDS, 33% Glicerol,
una gota de Azul de Bromofenol; 5% β-Mercaptoetanol). Se incubó la mezcla a 100°C por 10 min,
tras  lo  que  se  la  volvió  a  centrifugar.  Para  la  realización  del  SDS-PAGE se  utilizó  el  mismo
volumen de sobrenadante para cada muestra. Para el método de ruptura mecánica, se centrifugó
todo el volumen de cultivo a 2.000 x g por 5 min, y el pellet fue lavado con 0,5 ml de Buffer de
ruptura (5% Glicerol  en  PBS,  1 mM de PMSF).  Tras  una nueva centrifugación,  el  pellet fue
resuspendido en el volumen necesario de Buffer de ruptura para que las levaduras alcancen una
DO600 = 50-100, para lo  que se utilizó  la  misma fórmula detallada  anteriormente.  Se agregó 1
volumen de  bolitas de vidrio (SIGMA-ALDRICH), y se realizaron 15-20 pulsos de ruptura con
vortex de 30 seg, incubando 2 min en hielo entre cada pulso. Luego se centrifugó a 20.000 x g por
10 min a 4ºC y se transirió el sobrenadante a un tubo limpio. La cantidad de proteínas extraídas fue
determinada por el método de BRADFORD (ver  3.7.4), y para la realización del SDS-PAGE se
sembraron entre 50 y 100 μg de proteínas por calle. 
Si bien ambos métodos permiten extraer  el  contenido protéico de las levaduras,  el  de  ruptura
mecánica  con bolitas de vidrio es mucho más reproducible en cuanto a las cantidades extraídas
(Cuadro 3.5), por lo que fue el método elegido para cuantificar bandas por Western Blot (ver 3.7.6).
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3.7.2 Extracción de proteínas de levaduras a mediana escala
Partiendo de un cultivo de 1 ml de medio mínimo de selección, saturado de levaduras transformadas
con el plásmido  pYes2.1/V5-His conteniendo algún insterto (ver  3.3), se pasó todo el volumen a
300 ml del mismo medio mínimo e incubó toda la noche a 30ºC con agitación a 200 rpm. Al día
siguiente se añadieron 50 ml de medio YPD o YPG/R y se incubaron las levaduras por 6 h más a
30ºC en agitación a 200 rpm. Se enfrió el cultivo incubándolo por 10 min en hielo, y se centrifugó a
2.000 x g por 10 min a 4ºC. Se lavó el pellet con 2-4 volúmenes de H2O a 4°C. Una vez terminados
los lavados, se pesó el pellet y fue luego resuspendido en 4 volúmenes de Buffer de ruptura (20
mM MOPS, 300 mM ClK, 5% Glicerol, 1 mM de PMSF y 1 mM DTT o 3 mM β-Mercaptoetanol,
dependiendo  del  uso  posterior).  Se  transfirió  el  volumen  completo  a  un  equipo  Bead-Beater
(BIOSPEC)  y  se  adicionó  el  mismo  volumen  de  bolitas  de  vidrio (SIGMA-ALDRICH).  Se
realizaron 10-20 pulsos de ruptura de 30 seg, seguidos de 2 min de incubación en hielo. Se recuperó
el  lisado lavando las  bolitas  de vidrio  varias  veces  con  Buffer  de ruptura,  y  se  centrifugó el
volumen total a 2.000 x g por 10 min a 4ºC. El sobrenadante fue centrifugado una vez más a 20.000
x  g  por  20  min  a  4ºC  con  el  freno  de  la  centrifuga  desactivado.  Finalmente  se  recuperó  el
sobrenadante, el cual fue cuantificado por el método de Bradford (ver 3.7.4).
3.7.3 Purificación de proteínas recombinantes desde extractos de levadura
En los casos en que se necesitó purificar proteínas a partir de extractos de levaduras, se aprovechó
la marca de 6xHis presente en los EF2 recombinantes. Para ello, el extracto de levaduras obtenido
(ver 3.7.2), se incubó con 3 ml de Ni-Sepharose High Performance (GE HealthCare) durante 16
h a 4°C en agitación orbital suave con un equipo Mini LabRoller (Labnet International Inc.). Al
día siguiente se acopló una columna plástica a una bomba peristáltica Minipuls II (Gilson), y se
pasó por ella el  volumen total  del extracto conteniendo la  Ni-Sepharose.  Una vez formada la
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columna, esta se lavó con concentraciones crecientes de  Imidazol 0, 10  y 20 mM, recuperando
cada fracción en tubos separados, y luego se realizaron dos eluciones, primero con Imidazol 100
mM y luego con 500 mM. Se recolectaron fracciones de 1-2 ml y en cada fracción se determinó la
presencia de proteína por el método de Bradford (ver 3.7.4).
3.7.4 Cuantificación de proteínas por el método de Bradford
La concentración de proteínas fue determinada mediante un método adaptado del protocolo original
descripto por Bradford  (1976). En resumen: a 10 μl de cada muestra se le agregaron 200 μl de
Reactivo de Bradford (BIO-RAD) preparado según las instrucciones del fabricante. Las muestras
se analizaron por duplicado en placas de poliestireno de 96 celdas donde se midió la absorbancia a
595  nm  de  cada  celda  en  un  lector  de  microplacas  VERSAmax  tunable  microplate  reader
(Molecular  Devices  Corp.).  Se  utilizaron  patrones  de  BSA (rango  0,5-0,015  mg/ml),  para  la
construcción de una curva de calibración sobre la base de la cual se determinó la concentración
proteica de las muestras.
3.7.5  Electroforesis  de  proteínas  en  geles  de  acrilamida  en  condiciones  desnaturalizantes
(SDS-PAGE)
Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron utilizando el sistema Mini Protean Tetra
(BIO-RAD).  Se  utilizaron  geles  con  diversos  porcentajes  de  poliacrilamida,  con  una  relación
acrilamida/bisacrilamida 29,2%/0,8%.  Las  muestras  proteicas  fueron  desnaturalizadas
incubándolas a 100°C por 10 min en  Cracking buffer 5x, y las condiciones desnaturalizantes se
mantuvieron a lo largo del proceso de electroforesis mediante el agregado de 0,1% SDS en el gel y
al  Buffer tris-glicina  (385  mM  Glicina,  50  mM  Tris  Base,  0,1% SDS)  (Laemmli  1970).  La
electroforesis se llevó a cabo a una tensión constante de 100-150 voltios.
Los geles fueron luego utilizados para Western Blot (ver 3.7.6), o bien, fueron teñidos durante toda
la noche con agitación suave en Azul de Coomasie (5 partes de 0,25% de Coomasie Brilliant Blue
R 250 en metanol, 5 partes de H2O, 1 parte de Ácido acético), y posteriormente decolorados con
Solución  decolorante (25%  Metanol,  7%  Ácido  Acético  Glaciar),  hasta  que  las  bandas  se
observaron claramente sobre el fondo.
3.7.6 Inmunotransferencia e inmunodetección (Western Blot)
Para la detección inmunológica de las proteínas separadas mediante SDS-PAGE (ver  3.7.5), estas
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa  Amersham Hybond-ECL (GE Healthcare Life
Sciences). Las transferencias se llevaron a cabo en Buffer de transferencia (385 mM Glicina, 50
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mM TrisBase,  20% Metanol),  aplicando una tensión constante de 100 voltios durante 1 h. Para
confirmar  que  las  proteínas  fueron  transferidas  correctamente,  las  membranas  fueron  teñidas
reversiblemente con Rojo Ponceau S (0,5% Ponceau S, 1% Ácido Acético), y luego decoloradas en
sucesivos lavados con TBS-TW (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% de Tween 20).
Las membranas con las proteínas transferidas fueron bloqueadas incubándolas durante toda la noche
a 4°C en TBS-TW con 5% de leche en polvo descremada.
La detección de proteínas recombinantes se realizó utilizando anticuerpos primarios o secundarios
conjugados  a  peroxidasa  (HRP).  Los  anticuerpos  para  dicho  fin  fueron  diluidos  en  TBS-TW
suplementado  con  1%  de  BSA  (para  disminuir  la  probabilidad  de  formación  de  uniones
inespecíficas). En la Tabla 3.4 se detallan las diluciones utilizadas para cada uno de los anticuerpos
utilizados en el presente trabajo.
Tabla   3.4   –   Listado   de   anticuerpos.  Se   indican   las   diluciones   utilizadas   para   el
revelado  de  marcas  mediante  el  protocolo  de  Western  Blot  (ver  3.7.6).  También se
indica el organismo del cual provienen los anticuerpos no acoplados a HRP.
El revelado de las membranas se realizó por dos métodos:
1. utilizando H2O2 y TMB (SIGMA-ALDRITCH), como sustrato cromogénico,
2. exponiendo  una  placa  fotográfica Amersham  Hyperfilm  ECL (GE  Healthcare  Life
Sciences),  a  la  membrana  incubada  con  el  reactivo  quimio-luminiscente  Pierce  ECL
(Thermo Fisher Scientific), y el posterior revelado de la placa fotográfica.
3.7.7 Stripping
En los casos en los que una misma membrana de nitrocelulosa debió ser revelada más de una vez
mediante  Western Blot  utilizando  Pierce ECL (ver  3.7.6), se recurrió al proceso de  striping, que
permite remover los anticuerpos unidos a la membrana sin dañar las proteínas transferidas. Para
ello: Se incubó la membrana de nitrocelulosa por 15-30 min en Buffer de stripping (2% SDS, 100
mM β-Mercaptoetanol, 50 mM Tris-HCl pH 6,8), en agitación suave a 50ºC. Se lavó la membrana 5
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veces con TBS-TW (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% de Tween 20), y se la incubó
en  TBS-TW conteniendo 5% de  leche en polvo descremada por 1 h a temperatura ambiente, o
durante toda la noche a 4°C. Finalmente, se continuó con la inmunodetección como se describió
anteriormente (ver 3.7.6).
3.8  Complementación  funcional  in  vivo y  curvas  de
crecimiento en levaduras
Los pasos seguidos para estudiar la funcionalidad de los distintos EF2  in vivo se detallan en el
Cuadro 3.6.
3.8.1 Seguimiento del crecimiento de levaduras por DO600
Partiendo de un cultivo de levaduras en  medio líquido, se determinó su DO600, y se inocularon
nuevos cultivos de 5 ml, por duplicado o triplicado, con el volumen necesario para alcanzar una
DO600 =  0,2  utilizando  la  fórmula:  DOfinal *  Volumenfinal /  DOinicial =  Volumeninicial,  para  cada
condición a ensayar. Se midieron las DO600 de los cultivos (“Tiempo 0”) y se incubaron los mismos
a 30°C en agitación 180 rpm. Se fueron realizando mediciones de DO600 a intervalos de tiempo
definidos. Una vez concluida la recolección de datos, se calcularon los tiempos de duplicación de
cada  cultivo  utilizando  la  herramienta  Doubling  Time  Calculator (Roth  V.  2006
<http://www.doubling-time.com/compute_more.php>).
3.8.2 Ensayos de complementación funcional
Partiendo de un cultivo de levaduras en  medio líquido, en primer lugar se determinó su DO600.
Luego, aplicando la fórmula: DOfinal * Volumenfinal / DOinicial = Volumeninicial, se realizó una dilución
del cultivo para alcanzar una DO600 = 0,2. Opcionalmente se realizaron además, diluciones seriadas
en proporción 1:10 a partir de la dilución anterior. Se sembraron entonces gotas de 5 μl de cada
dilución a ensayar, en placas con medio sólido de complementación (en general, medio mínimo de
selección conteniendo los azúcares galactosa y rafinosa), y  medio sólido de mantenimiento  (el
mismo medio excepto por contener glucosa en lugar de los dos azúcares citados anteriormente). Las
placas  se  incubaron a  30°C durante  3 días,  realizando  un registro fotográfico  de las  mismas  a
intervalos de 24 h.
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3.9 Complementación funcional in vitro
3.9.1 Obtención de polisomas de T. cruzi
Se cultivaron parásitos en 250-500 ml de medio LIT a 30°C hasta alcanzar una densidad de 3-4 x
107 parásitos/ml. Se adicionó Cicloheximida a una concentración final de 50 μg/ml y se incubó el
cultivo en hielo por 10 min. Se centrifugó todo el volumen a 2.000 x g por 10 min a 4°C, y el pellet
fue lavado dos veces con PBS conteniendo 50 μg/ml de Cicloheximida, usando 40 ml cada medio
litro de cultivo inicial. Se volvió a centrifugar a 2.000 x g por 10 min a 4°C y se resuspendió el
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pellet en 20 ml de Bufer de lisis (1 mM Cl2Mg, 5 mM ClK, 3 mM Cl2Ca, 5 mM β-Mercaptoetanol,
250 mM Sacarosa, 20 mM Tris-HCl pH 7,5). Se adicionó el detergente  Nonidet P40 hasta una
concentración de 0,2% e incubó la mezcla por 30 min en hielo. Se confirmó la lisis de los parásitos
con observación al microscopio óptico, adicionando más Nonidet P40, en caso de que no hubiera
habido ruptura completa de los parásitos, hasta un máximo de 0,6% final. Se centrifugó el lisado a
20.000 x g por 15 min a 4°C las veces necesarias para eliminar las partículas gruesas, rescatando el
sobrenadante cada vez. Luego se procedió a la ultracentrifugación del sobrenadante en gradiente
discontinuo de sacarosa (ver 3.9.4).
3.9.2 Obtención de polisomas de R. norvegicus
Partiendo de dos hígados de ratas (20 gr), las cuales se sometieron a ayuno por 16 h, en primer lugar
se lavaron los hígados con una solución de Sacarosa 0,25 M, las veces necesarias para eliminar la
sangre de los órganos. Se adicionaron 0,5-1 volumen de Buffer de homogenización (250 mM ClK,
5 mM AcMg, 0,25 M Sacarosa, 50 mM Tris-HCl a pH 7,2), y se procedió a disgregar el tejido
sometiéndolo a 5 ciclos de 2 min de procesado con un émbolo de teflón acoplado a un taladro
vertical. Se agregaron 10 U/ml de Amilasa y 0,1 mM de Cl2Ca, y se incubó la mezcla por 20 min a
4°C. Se centrifugó a 20.000 x g por 20 min a 4°C y se rescató el sobrenadante. Se adicionaron 1%
Tritón  X-100 y  0,5%  Deoxicolato,  y  se  incubó la  mezcla  por  10  min  en  hielo.  Se  repitió  la
centrifugación, y se procedió luego a la utracentrifugación del sobrenadante para la obtención de
polisomas (ver 3.9.4), o del reactivo S150 (ver 3.9.3).
3.9.3 Obtención de sobrenadante de hígado de rata (S150)
En varios momentos del ensayo de traducción in vitro es necesario suplementar las reacciones con
sobrenadante de hígado de rata (S150), el cual aporta factores solubles necesarios para que se lleve a
cabo el proceso de elongación. Para prepararlo se parte de una alícuota del homogenato de hígado
(2-5 ml), obtenido del protocolo 3.9.2, el cual se centrifuga a 150.000 x g a 4°C por 2 h. Tras la
centrifugación  se  recuperan  y  alicuotan  4/5  del  volumen  de  sobrenadante,  para  evitar  la
contaminación con el pellet. Las alícuotas de S150 se mantienen a –80°C hasta su uso.
3.9.4 Aislamiento de polisomas por ultracentrifugación
El extracto, ya sea de T. cruzi (ver 3.9.1), o de hígado de R. norvegicus (ver 3.9.2), se dispuso sobre
un gradiente discontinuo de sacarosa en Buffer colchón (1 mM AcMg, 100 mM AcK, 10 mM Tris-
HCl pH 7,5), y se centrifugó a 140.000 x g durante 16 h a 4°C en rotor de ángulo móvil.  Las
proporciones de sobrenadante y gradiente son fundamentales y están detalladas en la Figura 3.1.
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Figura  3.1  -  Gradiente  discontinuo  de  centrifugación  para  la  preparación  de
polisomas. En  el  instituto  contamos  con  una  ultracentrífuga  Optima  LE-80K
Ultracentrifuge (Beckman Coulter), y con dos tipos de rotores que utilizan tubos con
distinto volumen, en la figura se muestra cómo construir el gradiente para cada uno de
ellos.
Se descartó el sobrenadante y se lavó cuidadosamente el  pellet 1 o 2 veces con 500 μl de Buffer
colchón.  Se resuspendió el  pellet con una varilla de vidrio de punta roma en 100 μl de  Buffer
colchón y la cantidad de polisomas obtenidos fue cuantificada midiendo la DO260 de diluciones (1
en  100/500/2500/12500);  la  lectura  obtenida,  multiplicada  por  el  factor  de  dilución,  es  la
concentración de polisomas expresada en U/ml.
3.9.5 Producción de EF2 en la cepa de levaduras DPH2Δ
Para la producción de extractos a partir de levaduras DPH2Δ utilizamos el protocolo de producción
a mediana escala (ver 3.7.2), con las siguientes modificaciones:
• Al  trabajar  con  los  factores  clonados  en  los  vectores  p4XX-GPD,  no  fue  necesaria  la
presencia de los azúcares Galactosa ni Rafinosa.
• El volumen final de medio mínimo cultivado fue de 800 ml, al que se agregaron 200 ml de
YPD para la incubación final de 6 h, llegando a un volumen total de 1 L.
• Cuando fue posible, concentramos los extractos utilizando las membranas de diálisis, con un
tamaño  de  poro  que  retiene  proteínas  de  peso  mayor  a  los  50  kDa,  Amicon  Ultra  –
Ultracel-50k (Merck Millipore Ltd.).
3.9.6 Ensayo de traducción in vitro
Cada tubo de reacción, con un volumen final de 30 μl, fue preparado por duplicado o triplicado,
conteniendo: 7,5 μl Mix de traducción 4x (0,2 mM de un mix de aminoácidos Met–, 10 mM DTT,
400 mM Acetato de potasio, 14,4 mM Acetato de Magnesio, 300 μg/ml ARNt, 4 mM ATP, 2 mM
GTP, 30 mM Creatina-fostato, 150 μg/ml Creatina fosfo-quinasa, 75 mM HEPES pH 7,5), 0,3 U de
Polisomas (ver  3.9.4),  1,2  μl  S150 (ver  3.9.3),  37,5  μg/μl  Creatina  fosfo-quinasa (SIGMA-
ALDRICH), 2 μCi  Metionina marcada (Perkin Elmer) y, para los controles negativos, 0,3 μg de
Emetina. Luego de adicionar los reactivos a ensayar en cada tubo, estos se incubaron por 1 h a
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30°C. Luego se adicionaron 150 μl/tubo de Solución de Frenado (1,5 M NaOH, 1 mM Metionina
sin marca radiactiva, 170 μg/ml BSA), cuya función es detener la reacción de elongación a la vez
que hidroliza la unión Metionin-ARNt. Se incubaron los tubos por 30 min a 40°C, y se precipitaron
las  proteínas  mediante  el  agregado  de  1  ml/tubo  de 25% ácido  tricloroacético  (TCA).  Se
incubaron los tubos por 10 min en hielo, o a 4°C durante toda la noche, y se filtró el contenido de
cada uno en un filtro de fibra de vidrio MG-F (MUNKTELL). Los filtros fueron lavados tres veces
con 10% TCA,  y  otras  tres  veces  con 96-100% EtOH,  y  luego  se  dejaron  secar  al  aire  a
temperatura  ambiente.  Se  trasladó  cada  filtro  a  un  tubo  de  polipropileno  (Polistor  SRL),  y  se
agregaron  500  μl/tubo  de  Líquido  de  centelleo  OPTIPHASE  “HISAFE”  3  (Perkin  Elmer).
Finalmente se cuantificó la radiactividad retenida en cada filtro en un equipo 1214 RACKBETA
Liquid Cintillation Counter (WALLAC).
3.10  Alineamiento  de  secuencias  y  construcción  de  árboles
filogenéticos
Los alineamientos de secuencias de ADN y proteínas se realizaron empleando alternativamente, los
algoritmos ClustalW (Larkin y col. 2007), o MUSCLE (Edgar 2004) considerando los codones, en
el caso de secuencias nucleotídicas codificantes, implementado en el programa MEGA 5.0 (Tamura
y  col.  2011).  Este  mismo  programa  fue  utilizado  en  la  construcción  de  árboles  filogenéticos
aplicando el método de Máxima Verosimilitud con el Modelo General Reversible para secuencias
nucleotídicas (Nei y Kumar 2000). Como prueba de soporte de los árboles se utilizó el método de
Bootstrap con 1000 réplicas (Efron y col. 1996).
La reconstrucción de las secuencias ancestrales en cada nodo del árbol comparando los TcEF2 de
cada UDT, se realizó empleando el algoritmo BASEML (Brown y col. 1982; Adachi y Hasegawa
1996), implementado a través del paquete PAML (Yang 2007). Para ello se realizó un alineamiento
empleando  MAFFT 7 (Katoh y Standley 2013) y se calcularon el  modelo de sustitución y los
correspondientes parámetros utilizando el programa JModelTest 0.1.1 (Posada 2008).
Para el cálculo del porcentaje de similitud entre secuencias aminoacídicas, se utilizó la herramienta
Ident and Sim de la “Sequence Manipulation Suite” (Stothard 2000), considerando los grupos de
residuos similares: FYW, VILM, RKH, DE, NQ, STAG (Bordo y Argos 1991).
3.11 Modelado molecular por homología y análisis de modelos
La predicción de la estructura tridimensional de una proteína a partir de su secuencia aminoacídica
(secuencia blanco), utilizando como base estructuras conocidas de otras proteínas que presentan una
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alta  identidad  de  secuencia  con  el  blanco  (moldes),  se  conoce  como modelado  molecular  por
homología (Baker y Sali 2001). En el presente trabajo construimos modelos utilizando este método,
por implementación de un flujo de trabajo basado en el  programa  MODELLER v9.16 (Sali  y
Blundell 1993; Webb y Sali 2014), cuyos algoritmos son implementados mediante scripts  escritos
en el lenguaje de prgramación  Python. Los  scipts  utilizados en el presenta trabajo se encuentran
compilados en el Anexo A.6. En combinación con el MODELLER también utilizamos el programa
FoldX 4 para el refinamiento de los modelos (Guerois y col. 2002; Schymkowitz y col. 2005), así
como una serie de herramientas disponibles en-línea para la evaluación de los mismos. Los pasos
que componen el flujo de trabajo utilizado se encuentran detallados en el Cuadro 3.7.
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Una  vez  construidos  y  evaluados,  estos  modelos  fueron  utilizados  en  análisis  comparativos,
buscando correspondencias estructurales de importancia reportada en la bibliografía, así como en
estudios de estabilidad estructural (ver 3.11.5).
3.11.1 Búsqueda y selección del molde para modelado molecular
La búsqueda de posibles moldes se realizó utilizando el algoritmo BLAST en la base de datos de
proteínas PDB de la RCSB (Berman y col. 2000; Gutmanas y col. 2014; Velankar y col. 2016). Las
estructuras encontradas fueron revisadas, y las mejores fueron seleccionadas de acuerdo a distintos
criterios:
• La  identidad  entre  la  secuencia  blanco  y  el  molde  constituye  uno  de  los  principales
parámetros a tener en cuenta,  ya que existe una correlación directa entre este valor y la
calidad del modelo resultante; se asume que el mínimo de identidad necesaria para obtener
un modelo que revista alguna utilidad es de al menos un 30% en proteínas mayores a 100
aminoácidos (Sander y Schneider 1991).
• El modo de obtención de la información estructural, ya sea por cristalografía de rayos X,
resonancia  magnética  nuclear  o  criomicroscopía  electrónica,  está  relacionado  con  la
resolución de la  estructura y el  nivel  de detalle  de la misma;  en general  a partir  de las
cristalografías de rayos X se generan modelos más detallados (Schneider y col. 2009).
• Para determinar la posición de los átomos que conforman una proteína, es necesario que esta
asuma una conformación estable, lo que no siempre ocurre de forma consistente a lo largo
de toda la molécula, por lo que es usual encontrar regiones no resueltas en las estructuras;
una mayor cobertura del molde aumenta la utilidad del modelo generado.
• En  ocasiones  una  misma  proteína  puede  presentar  diversas  conformaciones,  así  como
contener distintos ligandos; estas variantes deben ser consideradas caso por caso, teniendo
en cuenta el efecto que podrían tener sobre la función de la proteína a estudiar.
La base de datos PDB provee la mayor parte de esta información en sus resultados de búsqueda;
para obtener la información restante (largo total de la cadena aminoacídica del molde, porcentaje de
cobertura del molde sobre la secuencia blanco a modelar y porcentaje de identidad entre estos), se
utilizaron dos  scripts, uno para extraer las secuencias desde los archivos estructurales en formato
pdb (script A.1 “Extraer Secuencias” en Anexo A.6), y otro para realizar los cálculos y generar una
tabla con los resultados (script A.2 “Identidad y Cobertura” en Anexo A.6).
Para asistir en la selección de el o los mejores moldes, se utilizaron dos algoritmos de comparación
de modelos provistos por MODELLER: el primero permite ordenar los moldes otorgándoles una
puntuación  en  función de  su  similitud  y cobertura  respecto  de la  secuencia  blanco (script  A.3
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“Construir Perfil de Estructuras” en Anexo); el segundo permite separarlos en grupos de estructuras
similares,  o  conformaciones,  en  función  de  los  valores  de  desviación  de  la  media  cuadrática
(RMSD) de  distancias  entre  los  Carbonos-alfa  de  los  distintos  modelos  (script  A.4 “Comparar
Estructuras” en Anexo A.6). Además de estos algoritmos, generamos uno para medir las distancias
entre Carbonos-alfa de dos estructuras alineadas (script A.5 “Distancias Cα-Cα” en Anexo A.6).
Por otro lado, la base de datos PDBFlex (Hrabe y col. 2015) ofrece herramientas para el análisis de
las diferencias entre conformaciones de grupos de estructuras proteicas relacionadas. Estos análisis
permiten  seleccionar  el  mejor  representante  de  cada  grupo,  o  conformación,  en  función  de  su
resolución e identidad de secuencia.
La elección final sobre qué molde o moldes usar, dependerá tanto de la naturaleza de la proteína
como del estudio a ser realizado.
3.11.2 Construcción de modelos 3D con MODELLER
El primer paso para la construcción de modelos por homología consiste en generar un alineamiento
entre  la  secuencia  blanco  y  el  molde  a  utilizar.  Este  es  uno  de  los  pasos  más  importantes  al
momento  de  garantizar  la  buena  calidad  del  modelo  final  (Webb  y  Sali  2014).  MODELLER
contiene un módulo que permite construir alineamientos teniendo en cuenta no solo la identidad de
los aminoácidos, sino también la estructura secundaria del molde (script A.6 “Alineamiento 2D” en
Anexo A.6). Es recomendable sin embargo, corregir este alineamiento a mano, para asegurar que no
se generen separaciones en regiones que interrumpan la estructura secundaria del molde. Debemos
notar además que MODELLER utiliza secuencias en formato PIR, por lo que construimos también
un script para poder interconvertir las secuencias y alineamientos entre los formatos FASTA, PAP y
PIR (script A.7 “fasta2pir” en Anexo A.6).
El alineamiento curado, junto con el o los moldes es introducido en MODELLER, y este genera
modelos, por lo general entre 20-50, los cuales evalúa mediante DOPE y molpdf, dos potenciales
que luego son utilizados para definir cuál es el mejor modelo (script A.8 “Modelar” en Anexo A.6).
3.11.3 Validación de modelos 3D
Para evaluar la calidad de los moldes y modelos generados utilizamos distintas herramientas:
• DOPE (del  inglés  "Discrete  Optimized  Protein  Energy"):  Es  un  potencial  estadístico
derivado  de  una  muestra  de  estructuras  nativas  que  no  depende  de  ningún  parámetro
ajustable. Hace referencia a la estabilidad de una proteína, por lo que cuanto menor sea el
valor, mejor es la estructura.  Puede utilizarse tanto para evaluar una proteína como para
refinarla, y puede calcularse el valor de DOPE por residuo o el valor promedio de toda la
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proteína (Shen y Sali 2006). Está incluido en MODELLER desde su versión 8 (en el Anexo
A.6, el script A.9 “Evaluar Modelo” calcula los valores DOPE por residuo, y el script A.10
“Graficar  Profiles”  toma  los  valores  generados  por  el  script anterior,  los  ajusta  a  un
alineamiento de secuencias y genera un gráfico).
• molpdf: Es el potencial que utiliza  MODELLER por defecto, es producto de la suma de
restricciones  espaciales  que  debe  satisfacer  el  modelo  para  mantener  su  alineamiento
estructural con el molde. Cuanto menor es el valor, mejor es el modelo  (Sali y Blundell
1993).
• ERRAT: Genera un “valor de error” por residuo calculado a partir del análisis de todas las
interacciones no covalentes entre los átomos del residuo y sus vecinos para una ventana de 9
aminoácidos. Finalmente informa un “factor de calidad” correspondiente al porcentaje de
aminoácidos que presentan un valor de error por debajo de un valor de corte, por lo que
cuanto más cercano es el valor a 100, mejor es la estructura (Colovos y Yeates 1993).
• ProQ (valor LG): Basado en aprendizaje automático (machine-learning) y redes neurales,
el algoritmo está entrenado para detectar modelos similares a conformaciones nativas. El
valor LG está optimizado para proteínas de mayor tamaño, donde un puntaje menor a 1,5
indica un “mal modelo”, entre 1,5 y 2,5 el modelo es considerado “bueno”, entre 2,5 y 4 es
“muy bueno”, y valores mayores a 4 indican modelos “extremadamente buenos” (Larsson y
col. 2008).
• QMEAN:  Es  un  potencial  compuesto  calculado  del  análisis  de  diversos  parámetros
estructurales.  Es muy efectivo tanto detectando estructuras nativas como reconociendo el
mejor modelo de entre un grupo. Cuanto más cercano a 1 su valor,  mejor es el modelo
(Benkert y col. 2008).
• PROCHECK: Es un conjunto de módulos que evalúan distintos parámetros estructurales,
entre  ellos  genera  gráficos  de  Ramachandran,  gráficos  de  ángulos  Chi  de  las  cadenas
laterales, planaridad de cadenas laterales, ángulos y distancias de enlaces (R. a. Laskowski y
col. 1993; Lovell y col. 2003; Ting y col. 2010).
3.11.4 Refinamiento de modelos 3D
Dos herramientas se utilizaron para mejorar la estabilidad del modelo generado:
• Aquellos  loops o  bucles  que  presentaban  regiones  de  alta  energía  de  10  o  menos
aminoácidos, fueron refinados utilizando el algoritmo loopmodel de MODELLER (Fiser y
Sali 2003), y luego las mejores estructuras fueron seleccionadas de acuerdo a sus valores de
molpdf y DOPE (script A.11 “Refinar Loop” en Anexo A.6).
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• Las cadenas laterales de todos los residuos fueron acomodadas utilizando la función repair
de FoldX.
3.11.5 Evaluación de modelos 3D
Varias herramientas se utilizaron para evaluar distintas características del modelo generado:
• La superficie  accesible  al  solvente  (SAS)  relativa  de  cada  residuo fue calculada  con el
programa disponible  en la  web ASA  view (Ahmad y col.  2004).  El  valor  de corte  para
considerar un residuo como enterrado fue de 0,250 (esto es, 25% o menos de la superficie
del residuo se encuentra expuesta).
• La estructura secundaria de cristales o modelos fue obtenida con el programa disponible en
la web DSSP (Kabsch y Sander 1983; Touw y col. 2015).
• El análisis de interacciones con ligandos, entre distintas proteínas y entre proteína y ADN
fue realizado con el programa  LigPlot+ v1.4.5 (Wallace y col. 1995; R. A. Laskowski y
Swindells 2011).
El software FoldX permite también obtener la energía de plegamiento de una proteína, esto es, la
diferencia en la energía libre de Gibbs entre los estados desorganizado y plegado de la misma (ΔG).
A su vez,  FoldX puede ser utilizado para introducir variaciones en la secuencia de una estructura
proteica,  lo  que hace  posible  estudiar  la  variación  en  el  valor  de  ΔG para  una  proteína  y  sus
variantes (ΔΔG), pudiendo determinar si un cambio puntual en la secuencia aminoacídica aumenta
o disminuye la estabilidad de la estructura (Guerois y col. 2002; B. Shen y col. 2008). Para asegurar
una convergencia en los valores calculados de ΔΔG, los cálculos fueron realizados entre 5 y 40
veces para cada variación (dependiendo del número de cambios introducidos), donde FoldX cambia
automáticamente  la  posición  inicial  y  el  orden  en  que  mueve  los  rotámeros  para  encontrar
soluciones alternativas. Luego sobre esta serie de valores se identificó el grupo con menor energía
aplicando el algoritmo de Rupturas naturales de Jenks con un valor de Bondad de Ajuste de la
Varianza de 0,8 (script A.12 “Rupturas naturales de Jenks” en Anexo A.6).
El efecto de las variantes según sus valores de ΔΔG se clasificó en 7 grupos en base al valor de
precisión reportado para FoldX (0,46 kcal/mol) (Schymkowitz y col. 2005), como sigue: altamente
estabilizante  (<  −1.84),  estabilizante  (−1.84 a  −0.92),  levemente  estabilizante  (−0.92 a  −0.46),
neutral  (−0.46  a  +0.46),  levemente  desestabilizante  (+0.46  a  +0.92),  desestabilizante  (+0.92  a
+1.84), y altamente desestabilizante (>+1.84) (Studer y col. 2014).
Para la  determinación  del  agrupamiento  en  base  a  los  valores  de  ΔΔG entre  los  TcEF2  de las
distintas UDT, en primer lugar se simetrizó la matriz de datos calculando el promedio de los valores
absolutos  de  cada  par  de  cambios  (A→B,  B→A),  y  luego  se  detectaron  grupos  utilizando  el
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algoritmo de  Agrupamiento Jerárquico (script A.13 “Agrupamiento Jerárquico” en Anexo A.6).
Como indicador del ajuste entre las distancias calculadas por FoldX y el dendrograma obtenido por
el algorimos de  Agrupamiento Jerárquico, se calculó el Coeficiente de Correlación Cofenética
(CCC); este coeficiente es de 1 cuando ambas matrices son proporcionales (iguales).
3.12 Análisis de datos y estadísticos
Los  gráficos  y  cálculos  estadísticos  fueron  hechos  con  el  programa  GraphPad  Prism  5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA).
Los  estudios  de  curvas  de  crecimiento  y  tiempos  de  duplicación,  densitometrías  y  ensayos  de
traducción in vitro fueron analizados mediante un test de Student no-pareado de dos colas, cuando
era necesario comparar únicamente dos series de datos o, en las situaciones donde contábamos con
un mayor número de series de datos, utilizamos un test de ANOVA de una o dos vías, dependiendo
de las variables analizadas. Para aquellos resultados que mostraron un valor significativo en el test
de ANOVA, se realizó  a posteriori un test de Tukey o de Bonferroni, para ensayos de curvas de
crecimiento,  tiempos  de  duplicación  y  densitometrías,  o  un  test  de  Dunnett,  para  ensayos  de
traducción in vitro.
3.13 Análisis y manipulación de imágenes
La manipulación  de imágenes  fotográficas  en  el  presente  trabajo  consistió  en el  recorte  de las
mismas, la conversión a escala de grises y/o el retoque de niveles de contraste, y fue realizada con
el programa GIMP 2.8 (http://www.gimp.org).
El  análisis  de densitometría  para  determinar  la  masa  relativa  de bandas  en geles  de agarosa y
poliacrilamida  fue  realizado  con  el  programa  FIJI-ImageJ  1.50b  (http://fiji.sc),  utilizando  la
herramienta Gel Analyzer.
La adaptación de figuras y manejo estético para que mantengan el  mismo estilo a lo largo del
presente trabajo se realizó con el programa Inkscape (https://inkscape.org).
4. Resultados
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4. Resultados
4.1  Secuencia  génica  del  Factor  de  Elongación  2  de
Trypanosoma cruzi
La base de datos genómica TriTryp (Aslett y col. 2009) contiene el primer genoma completamente
secuenciado de Trypanosoma cruzi, el cual corresponde a la cepa CL Brener (UDT VI) (El-Sayed y
col. 2005). Debido a la naturaleza híbrida de este linaje (Cuadro 1.1) es que, tras la secuenciación
del genoma de la cepa Esmeraldo (UDT II) de T. cruzi, se clasificaron todos los genes de CL Brener
en  los  grupos  “Esmeraldo-like” y  “Non-Esmeraldo-Like”,  para  nombrar  aquellos  genes  que
probablemente provienen de la UDT II de aquellos que no, respectivamente. Por otro lado, al menos
un  50% del  genoma  de  CL Brener  está  constituido  por  secuencias  repetitivas,  principalmente
pertenecientes  a  familias  de  genes  que  codifican  proteínas  de  superficie,  retrotransposones  y
repeticiones  subteloméricas.  Esto  originó  un  problema  extra  para  organizar  la  información  en
cromosomas, lo que requirió de un análisis comparativo posterior (Weatherly y col. 2009).
4.1.1 Búsqueda del EF2 de Trypanosoma cruzi en la base de datos TriTryp
En un trabajo previo del laboratorio, el TcEF2 fue clonado en un vector de expresión bacteriano. La
secuencia de la proteína se había obtenido de la base de datos TriTryp (Smulski y col. 2011), y en
dicha búsqueda se habían hallado dos genes correspondientes a la secuencia completa del TcEF2 de
la  cepa  CL Brener  (números  de  acceso,  A:  TcCLB.508169.20;  B:  TcCLB.510963.90),  ambos
pertenecientes al grupo “Esmeraldo-like”, ubicados sobre el cromosoma 20-S a menos de 1,4 Kb de
distancia entre sí (Figura 4.1). Ambos genes comparten una identidad del 99,88% en su secuencia
de ADN (Tabla 4.2).
Figura 4.1 – Posición de los genes que codifican el TcEF2. Se muestran las posiciones de los
dos genes que codifican para EF2 en T. cruzi (gris), en un esquema de la región entre 40,7 Kb y
47,5 Kb del Cromosoma 20-S (Esmeraldo like) de la cepa CL Brener.
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Como en los últimos años se han incorporado nuevas secuencias  a la base de datos TriTryp y
mejorado la anotación de genes homólogos, realizamos una nueva búsqueda. En el genoma de CL
Brener encontramos 11 secuencias anotadas como EF2, además de las arriba mencionadas (Tabla
4.1). De estas, cinco corresponden a fragmentos incompletos, uno de los cuales (TcCLB.508169.9),
se ubica entre los dos genes anteriormente descriptos (En blanco en la  Figura 4.1). De las seis
secuencias restantes, cuatro corresponden a factores de elongación mitocondriales, que presentan
alta  identidad  con  el  EF-G de  organismos  procariotas  (números  de  acceso:  TcCLB.506583.60,
TcCLB.506677.39, TcCLB.509199.10 y TcCLB.508601.130), y dos corresponden a proteínas que,
si bien están anotadas en el genoma como EF2 putativos, de su listado de ortólogos parecieran
existir sólo en kinetoplástidos, y además guardarían mayor similitud con el EF-Tu de los procariotas
que con el EF2 de eucariota o arqueas (números de acceso: TcCLB.504077.40 y TcCLB.507081.30)
(Figura 4.2).
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Tabla 4.1 – Genes en tripanosomátidos que presentan alta identidad de secuencias con el EF2.  En la
tabla  se  detallan  las  distintas  secuencias  del  EF2 de  tripanosomátidos  utilizadas  en  el  presente  trabajo,
obtenidas de la base de datos TriTryp. Para cada una de las  cepas de  T. cruzi se indica entre paréntesis la
UDT a la que pertenece. Se indican además el largo de la secuencia codificante de cada gen y, en la columna
EF2, la abreviatura utilizada. Con sombreado en gris se indican aquellos genes de  T. cruzi que muestran
secuencias más cercanas al EF-G o el EF-Tu procariotas. Para el caso del TcEF2 de la cepa Dm28c, los
valores corresponden a la versión con el marco de lectura corregido.
◄Figura 4.2 – Árbol filogenético de distintos genes homólogos al  EF2.  Árbol construido a partir  de
distintas secuencias del EF2 obtenidas de bases de datos. Al final de cada rama se indican los identificadores
de los genes y,  en algunos casos, la especie de la que provienen. En azul se muestran las ramas de los
kinetoplastos  donde  se  encuentran  T.  cruzi,  Trypanosoma  cruzi  marinkellei,  Trypanosoma  brucei  y
Leishmania  major; en violeta  las  de la  levadura  S.  cerevisiae;  en  verde  las  de  las  plantas  Arabidopsis
thaliana y Solanum tuberosum (papa); en rojo las de los mamíferos Rattus norvegicus (rata), Mus musculus
(ratón), Homo sapiens (humano) y Sus scrofa (cerdo). En gris se muestran las ramas en las que se ubican las
otras secuencias similares al EF2 encontradas en el genoma de CL Brener. Además están las secuencias de
Escherichia coli como representante del grupo de los procariotas y de Halobacterium sp. como representante
del grupo de las arqueas. En las bases de las ramificaciones se muestran los valores de Bootstrap. El análisis
permite predecir que los genes resaltados como “EF2 genuinos” cumplen el rol funcional en estudio. En el
Anexo puede encontrarse más información sobre las secuencias utilizadas (Tabla A.1).
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En cuanto a los nuevos genomas agregados a la base de datos, encontramos una nueva secuencia
completa  de  TcEF2  correspondiente  a  la  cepa  Silvio  X10/1  (número  de  acceso:
TCSYLVIO_009936), que pertenece a la UDT I, y dos secuencias parciales, una de esta misma
cepa, y otra de la cepa Dm28c, también perteneciente a la UDT I (Tabla 4.1). La secuencia de
TcEF2 proviniente de la cepa Dm28c (TCDM_01229) presenta un codón de terminación prematuro
debido a una deleción de un residuo Adenina en la posición 2229 de su secuencia codificante. Si se
corrige el marco de lectura, el resto de la secuencia es correcta. Otras tres secuencias no anotadas de
TcEF2 fueron encontradas  al  realizar  búsquedas  mediante  BLAST en los  contigs  de  tres  cepas
secuenciadas también disponibles en la base de datos TriTryp: JR cl4 (UDT I), Esmeraldo (UDT II)
y Tulahuen cl2 (UDT VI).
4.1.2 El TcEF2 en las distintas Unidades Discretas de Tipificación
Para  profundizar  nuestro  conocimiento  sobre  la  diversidad  del  TcEF2  en  las  distintas  UDTs
decidimos determinar la secuencia codificante de al menos un representante de cada UDT. Gracias a
que los genes en  T. cruzi no suelen presentar intrones, la región codificante del TcEF2 puede ser
amplificada directamente del material genético nuclear. 
En el  laboratorio contamos con diversas cepas en cultivo de  T. cruzi,  y preparaciones  de ADN
genómico de al  menos un representante  de cada UDT. Diseñamos  primers específicos  para los
extremos 5' y 3' del gen del TcEF2 a partir de las secuencias con las que contábamos: TcEF2-For y
TcEF2-Rev (Tabla 3.3).
Amplificamos los genes de los TcEF2 a partir de extractos genómicos, y los clonamos (Cuadro 3.2)
al  plásmido pGEM-T Easy (Figura 4.3 A).  Como una primera aproximación para confirmar la
correcta amplificación de los factores de elongación, realizamos un análisis de RFLP de los genes
clonados,  donde observamos los patrones  de bandas esperados,  incluyendo un Polimorfismo de
Nucleótido Único (SNP) para la enzima PstI en los amplicones de la cepa Tul8_cl1 (UDT II), el
cual se encontraba presente también en la secuencia para la cepa Esmeraldo (UDT II) y corresponde
a una transición G→A en la posición 642 (Figura 4.3 B). Luego secuenciamos cinco clones de las
UDT I a V utilizando cuatro  primers: T7-promoter y SP6; y los  primers internos diseñados para
poder  cubrir  la  totalidad  de  la  secuencia:  TcEF2-Gp-For  y  TcEF2-Int-Rev  (Tabla  3.3).  Las
secuencias parciales obtenidas para cada clon fueron ensambladas y curadas a mano: las regiones
solapadas de las secuencias se utilizaron para alinear los fragmentos entre sí, y en las situaciones
donde encontramos diferencias en la secuencia de nucleótidos respecto de las reportadas en la base
de datos TriTryp, confirmamos dichos cambios valiéndonos de los cromatogramas o, en los casos
donde se presentaron ambigüedades, optamos por conservar la secuencia reportada en base de datos
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para  ese  sitio.  Obtuvimos  cinco  secuencias  completas  de  TcEF2  para  cada  UDT,  con  las  que
construimos consensos, teniendo en cuenta un criterio conservador: para aceptar cada una de las
variaciones en las secuencias de una determinada UDT, estas debían estar presentes en al menos dos
de las 5 secuencias. A partir de este proceso construimos un único consenso para las UDT I, II, IV y
V, mientras que para la UDT III obtuvimos dos consensos (Anexo, Secuencias A.1).
Figura 4.3  – Clonado de los TcEF2 de distintas UDT. A) Gel de 1% agarosa en el que se
sembraron 5 μl de la PCR de TcEF2 realizada desde ADN genómico de distintas cepas de  T.
cruzi (se indica en cada calle la UDT y el nombre de la cepa); para la UDT V se obtuvo mayor
masa del amplicón a partir de la cepa TEV41, por lo que es esta la que se utilizó para continuar
con los clonados a pGEM-T Easy. B) Perfil de bandas hipotéticas (izq) y observadas por RFLP
(der) en un gel de 1% agarosa de digestiones con la enzima PstI de TcEF2 en el vector pGEM-T
Easy. Para cada UDT se muestran 3 clones. La UDT II presenta un patrón de bandas distinto,
consistente con la presencia de un SNP en el sitio susceptible a PstI que se encuentra entre las
posiciones 637 y 642 del gen, por el que las bandas de 360 bp y 99 bp no serían separadas,
generando una banda de 459 bp.
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Todas las secuencias presentaron una identidad a nivel de ADN mayor al 99,2%, con similitudes a
nivel de aminoácidos mayores al 99,6%, y se observaron grupos de similitud del 100% entre las
UDT I y II, y entre las UDT III y IV (Tabla 4.2).
A partir  de  estas  secuencias  construimos  un  árbol  filogenético  (Figura  4.4)  y  realizamos  la
reconstrucción de las secuencias de cada nodo (Anexo, Secuencias A.2), incluyendo la Secuencia
Ancestral Inferida (SAI) para la rama de T. cruzi (“⁎” en la Figura 4.4). Los valores de precisión
para todas las secuencias reconstruidas fueron muy altos, siendo el más bajo el de la SAI (precisión
= 0,99995) (Anexo, Secuencias A.2 C).
Al  analizar  las  relaciones  filogenéticas  entre  los  TcEF2  observamos  que,  de  todas  las  cepas
estudiadas, las que pertenecen a la UDT II son las más cercanas a la ancestral; además, los factores
de las cepas pertenecientes a las UDT I y II forman grupos separados bien definidos, mientras que
las UDT III y IV son muy similares y conforman un grupo en sí; y esto ocurre también para las
UDT V y VI (Figura 4.4).
Figura 4.4 – Árbol filogenético de los TcEF2 de distintas UDT. Árbol obtenido a partir de las secuencias
del TcEF2 de distintas UDT de T. cruzi. Como grupo externo para enraizar el árbol se utilizó la secuencia del
EF2  de  T.  cruzi  marinkellei  (TcmEF2),  una  sub-especie  de  T.  cruzi que  infecta  murciélagos  (género
Chiroptera) y divergió de la rama de T. cruzi hace entre 6,5-8,5 ma (Franzén y col. 2012). En las bases de las
ramificaciones se muestran los valores de Bootstrap. ⁎: nodo al que corresponde la SAI.
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Al comparar los TcEF2 de las distintas UDT con la Secuencia Ancestral Inferida (Figura 4.5), en
total hallamos 35 sitios conteniendo variaciones, 29 de las cuales fueron transiciones, mientras que
las transversiones fueron sólo 6 y únicamente de dos tipos (G T y G C) (⇄ ⇄ Figura 4.5 B). De estas
variantes,  el  80% (28) ocurren en la tercera posición del codón y no generan un cambio en el
aminoácido codificado, mientras que las 7 variantes que afectan a la primera o segunda posición del
codón producen cambios no sinónimos (en verde en la Figura 4.5 A, Figura 4.15 B).
4.2  Estructura  proteica  del  Factor  de  Elongación  2  de
Trypanosoma cruzi
En un trabajo previo del laboratorio realizamos una primera aproximación a la determinación de la
estructura tridimensional del TcEF2 construyendo un modelo del mismo, utilizando el servidor de
modelado  automático  Phyre2  (Kelly  y  col.  2015).  Los  resultados  obtenidos  mostraron  la
conservación general de los seis dominios estructurales que componen el EF2, así como las cuatro
α-hélices  canónicas  dentro del  dominio  I  (Smulski  y  col.  2011).  Para continuar  con el  estudio
estructural  del  TcEF2,  decidimos  construir  un  nuevo modelo  utilizando  el  paquete  informático
MODELLER (Cuadro 3.7), el cual nos permitió controlar cada uno de los pasos de la generación
del mismo.
4.2.1 Selección del molde para el modelado del TcEF2
En primer lugar fue necesario obtener un molde a partir del cual realizar el modelado, para lo cual
realizamos  una  búsqueda  en  la  base  de  datos  PDB  del  RCSB.  Partimos  de  la  secuencia
aminoacídica del TcEF2 de la cepa CL Brener (TcCLB.510963.90), limitando el valor de identidad
a un mínimo del 40%, para excluir de los resultados a los factores de elongación procariotas y otras
proteínas  G.  Se  encontraron  22 entradas  en  la  base  de  datos,  conteniendo  en  total  40 cadenas
correspondientes al EF2 (Tabla 4.3). De las 22 entradas, 19 provienen de factores pertenecientes a
S.  cerevisiae,  mientras  que  las  tres  restantes  corresponden a  la  mosca  de  la  fruta  (Drosophila
melanogaster),  cerdo  (S.  scrofa)  y  humano  (H.  sapiens).  Por  otro  lado,  13  de  las  entradas
corresponden  a  estructuras  obtenidas  por  cristalografía  de  rayos  X,  todas  provenientes  de  S.
cerevisiae, con resoluciones de entre 2,12 y 3,07 Å. No se encontraron estructuras obtenidas por
resonancia  magnética  nuclear,  y  de  las  9  estructuras  restantes,  obtenidas  por  criomicroscopía
electrónica (CME), 3DNY y el grupo 2P8W/X/Y/Z corresponden al acomodamiento dentro de un
mapa de densidades  electrónicas  de las  estructuras  1N0U y 1U2R;  y las  demás  entradas  3J7P,
4V4B, 4V6W y 4V6X, corresponden a reconstrucciones de los ribosomas 80S de distintas especies.
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Las 13 entradas obtenidas por cristalografía de rayos X contienen un total de 31 estructuras del EF2,
las cuales están agrupadas en la base de datos PDBFlex bajo el identificador “1n0uA”. Esta base de
datos identifica al grupo como “altamente flexible” ya que detecta cambios en los valores de RMSD
de hasta 15 Å, y a su vez indica que esta flexibilidad no implica el desensamblado de la estructura
ya que al menos el 87,7% de los contactos entre residuos se mantienen constantes entre las distintas
estructuras que componen el grupo “1n0uA”.
En el Mapa de Diferencia de Distancias generado por PDBFlex pueden observarse tres bloques
estructurales: el mayor corresponde a la porción N-terminal del EF2, del aminoácido 1 al 450, y
comprende los dominios I, G’ y II (“A” en la Figura 4.6); el siguiente en tamaño corresponde a la
región  C-terminal  y  abarca  los  dominios  IV  y  V (“C”  en  la  Figura  4.6);  el  dominio  III  es
identificado como un bloque individual que conecta los dos anteriores (“B” en la Figura 4.6). Esto
es consistente con los cambios conformacionales por los que pasa el EF2 durante la elongación,
donde el dominio III actúa como bisagra (Figura 1.10).
Figura 4.6 – Mapa de Diferencias de Distancias del
EF2. El mapa muestra los cambios en las distancias
entre  los  Carbonos-alfa  (Cα)  equivalentes  en  las
estructuras 3B82 (cadena E) y 1N0U (cadena A): el
color  rojo  indica  un  aumento,  y  el  azul  una
disminución, en las distancias entre Cα. La intensidad
del  color  indica  la  magnitud  del  cambio  en  las
distancias (rango del mapa: -50,8 a 22,5 Å). Sobre los
ejes se muestran los dominios que componen el EF2
(de acuerdo al esquema de colores presentado en la
Figura 1.9). Los bloques cuadrados de baja intensidad
de color ubicados sobre las diagonales corresponden a
dominios  y/o  subdominios  rígidos,  conectados  por
regiones flexibles. En el EF2, se identifican 3 bloques:
uno constituido por  los  dominios  I,  G’ y II  (A),  el
dominio  III  (B)  y  el  último  conformado  por  los
dominios  IV y V (C).  La figura fue adaptada de la
base de datos PDBFlex.
Debido a que todas las estructuras de mejor resolución corresponden al EF2 de S. cerevisiae, no nos
fue posible evaluarlas en función de su identidad de secuencia aminoacídica para determinar el
mejor molde para modelar el TcEF2. Además, los valores de cobertura de secuencia fueron muy
similares entre todos los modelos (Tabla 4.3, columnas “Resolución” y “%Cobertura”).
Para acotar el número de cristales a analizar, en primer lugar construimos un árbol de distancias
basado en los valores de RMSD entre las distintas estructuras obtenidas por cristalografía de rayos
X (Figura 4.7 A), separándolas en tres grupos, constituyendo los modelos obtenidos por CME, un
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cuarto grupo (Figura 4.7 B). Estos grupos presentan distintas posiciones relativas de los dominios
IV y V respecto de los dominios I, G’ y II (bloques “C” y “A” en la Figura 4.6, respectivamente).
Es interesante notar que el dominio III presenta dos “regiones bisagra”, una en cada uno de sus
extremos N- y C-terminal, pero que, mientras que la primer bisagra siempre actúa como centro de
rotación en los cambios conformacionales entre los 4 grupos, la segunda sólo está implicada en el
cambio entre las estructuras más compactas (púrpuras en la Figura 4.7 B) y el resto (Figura 4.7 C).
Figura 4.7  – Análisis de la diversidad de los moldes. A) Árbol de distancias basado en los valores de
RMSD de las posibles estructuras a ser utilizadas como molde en el modelado. Se analizaron únicamente las
31 cadenas obtenidas por cristalografía de rayos X. Se distinguen tres grupos de estructuras. B) Alineamiento
estructural como cuerpos rígidos de los 40 posibles moldes encontradas en la base de datos PDB. La región
alineada fue la comprendida entre los aminoácidos 1 y 450 (bloque “A” en la  Figura 4.6). Los modelos
obtenidos por CME se muestran en color verde, mientras que los obtenidos por cristalografía de rayos X
mantienen el esquema de colores utilizado en (A). ⁎: posición donde se encontraría el Switch I. C) Distancias
entre los Cα del mismo residuo entre la estructura 1N0U (cadena A) con un representante de cada uno de los
otros grupos de estructuras,  alineados estructuralmente  por el  dominio IV.  En el  eje  X se  muestran los
dominios del EF2 (de acuerdo al esquema de colores presentado en la Figura 1.9). El esquema de colores
para los moldes es el mismo que en (B).
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Al analizar la bibliografía relativa a la obtención de cada uno de los cristales, observamos que los
cuatro grupos identificados corresponden a distintas conformaciones, pero no todas ellas ocurren
naturalmente. Particularmente las estructuras más extendidas (celeste en la  Figura 4.7 B) fueron
obtenidas incubando el EF2 con la droga Sordarina, la cual se introduce entre los dominios III, IV y
V haciendo que el factor adquiera una conformación rígida no funcional. Debido a la estabilidad
generada por esta droga, las estructuras de este grupo se encuentran entre las que presentan mejor
resolución. El grupo que le sigue (mostaza en la  Figura 4.7 B) contiene estructuras de EF2s que
fueron incubados con drogas derivadas de Sordarina, las cuales también producen una extensión de
la molécula,  aunque menos marcada que en el  grupo anterior.  Como dijimos anteriormente,  las
estructuras obtenidas por CME (verde en la Figura 4.7 B) son acomodamientos dentro de mapas de
densidades electrónicas de otras estructuras o de modelos, y corresponden a la conformación que
adopta el EF2-GTP al unirse al ribosoma. Finalmente, el grupo que contiene las estructuras más
compactas (púrpura en la  Figura 4.7 B) en su mayoría está conformado por EF2s que fueron co-
cristalizados  con  la  toxina  proteica  “Exotoxina  A”,  la  cual  cataliza  la  ADP-ribosilación  de  la
Histidina que se encuentra diftamidada en el ápice del dominio IV del EF2 (Van Ness y col. 1980).
La única excepción la constituye el modelo 1N0V que contiene el EF2 libre en estado “apo”, esto
es, sin ningún ligando, y los autores indican que es esta la conformación en la que se encontraría el
EF2 en solución, aunque unido a GDP. Por esta razón decidimos utilizar esta última estructura como
molde para el modelado del TcEF2.
El  cristal  1N0V contiene  dos  cadenas:  C y D (Tabla 4.3).  Al  compararlas  encontramos  que la
cadena D presenta una estructura ligeramente mejor, con un menor número de residuos con ángulos
Psi/Phi  fuera de los  parámetros  de Ramachandran y valores  de los distintos  índices  de calidad
evaluados ligeramente mejores que la cadena C (Tabla 4.4).
  
Un problema común a todos los  cristales  es  la  ausencia  de un bucle de 15 aminoácidos  en el
Tabla 4.4 – Estructuras del cristal 
1N0V. Resultados del análisis de 
calidad estructural de las dos cadenas 
presentes en 1N0V. La cadena “D” 
presenta mejores valores para todos 
los campos, excepto en el valor LG 
calculado por ProQ. Los gráficos de 
Ramachandran se encuentran en el 
Anexo para la cadena “C” (Figura 
A.1) y “D” (Figura A.2).
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dominio I, entre los residuos 51 y 66 (“⁎” en la Figura 4.7 B). Esta región corresponde al llamado
“bucle  efector”  o  Switch  I,  el  cual  forma  parte  del  bolsillo  GTPasa  y  está  involucrado
principalmente en la estabilización del ión magnesio cuando el factor está unido a GTP; además
participa de los cambios conformacionales que sufre el factor durante la hidrólisis del nucleótido
(Sprang 1997). Debido a que este bucle es muy flexible, su estructura no puede ser resuelta en los
cristales,  sin  embargo,  cuando  el  factor  se  une  al  ribosoma,  el  Switch  I  se  acerca  al  ligando
adoptando una posición fija (Taylor y col. 2007). Esta región ha sido cristalizada en otras proteínas
G de  procariotas,  entre  ellas  el  EF-Tu  de  Thermus  aquaticus,  donde  se  observó  que  tiene  la
particularidad de cambiar su conformación y estructura secundaria dependiendo de la presencia de
GTP o GDP en su sitio  catalítico  (Polekhina y col.  1996) (Figura 4.8).  Para cubrir  el  espacio
carente  de  molde  en  el  TcEF2,  decidimos  entonces  utilizar  la  cadena  A  del  cristal  1TUI,
correspondiente al EF-Tu de T. aquaticus.
Figura 4.8 – Cambios en la estructura secundaria del switch I. Alineamiento de secuencias
aminoacídicas correspondientes a la región del  Switch I y G2 (en gris) del EF2 de distintas
especies o grupos de especies, y el EF-Tu de T. aquaticus. En la parte inferior de la figura, se
muestran los cambios en la estructura secundaria propuestos para el Switch I cuando los factores
se encuentran unidos a GDP o GTP. La figura fue adaptada de Bartish y Nygård, 2008.
Finalmente, para obtener un modelo del TcEF2 cercano al estado fisiológico en el que el factor se
encontraría en solución, decidimos incorporar desde el cristal 1U2R, la molécula de GDP y el ión
magnesio a su sitio activo, además de tres moléculas de agua que forman puentes entre residuos del
bolsillo GTPasa y los ligandos.
4.2.2 Modelado del TcEF2
Con las secuencias de los moldes seleccionados, construimos un alineamiento sobre el cual basar el
modelo por homología del TcEF2 (Figura 4.9). Utilizamos como base el cristal 1N0U – cadena D;
los ligandos (GDP, ión magnesio y aguas) y regiones de interacción con estos del cristal 1U2R –
cadena A; y el switch I del cristal de EF-Tu de la bacteria T. aquaticus, 1TUI – cadena A.
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>TcEF2   MVNFTVDEVRALMDYPEQIRNMSVIAHVDHGKSTLSDSLV--GAAGIIKMEDAGDKRIMDTRADE - 63
>1N0V_D  -VAFTVDQMRSLMDKVTNVRNMSVIAHVDHGKSTLTDSLV--QRA-------------------- - 42
>1U2R_A  -----VDQMRSLMDKVTNVRNMSVIAHVDHGKSTLTDSLV--QRA-------------------- - 41
>1TUI_A  ----------------------------------LTAALTYVAAAENPNVE-VKDYGDIDKAPEE - 48
>TcEF2   IARGITIKSTAISMHYHVPPEIIADL--PDDKRDFLINLIDSPGHVDFSSEVTAALRVTDGALVV - 126
>1N0V_D  ----------AISLYSEMSDEDVKEIKQKTDGNSFLINLIDSPGHVDFSSEVTAALRVTDGALVV - 111
>1U2R_A  -------------------------------------------------SEVTAALRVTDGALVV – 108
>1TUI_A  RARGITINTAHVE---------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   VDCVEGVCVQTETVLRQALTERIRPVVFINKVDRAILELQLDPEEAYQGFVKTLQNVNVVISTYN - 191
>1N0V_D  VDTIEGVCVQTETVLRQALGERIKPVVVINKVDRALLELQVSKEDLYQTFARTVESVNVIVSTYA - 176
>1U2R_A  VDTIEGVCVQTETVLRQALGERIKPVVVINKVDRALLELQVSKEDLYQTFARTVESVNVIVST-- - 173
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   DPVMGDVQVYPEKGTVAIGSGLQAWAFSVTRFAKMYAAKFGVDEAKMCERLWGDNFFDAKNKKWI - 256
>1N0V_D  DEVLGDVQVYPARGTVAFGSGLHGWAFTIRQFATRYAKKFGVDKAKMMDRLWGDSFFNPKTKKWT - 241
>1U2R_A  ---------YPARGTVAFGSGLHGWAFTIRQFATRYA---------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   KSETNAAGERVRRAFCQFCLDPIYQIFDAVMTEKQEKVDKMLKSLNISLTADEREQVPKKLLKSI - 321
>1N0V_D  NKDTDAEGKPLERAFNMFILDPIFRLFTAIMNFKKDEIPVLLEKLEIVLKGDEKDLEGKALLKVV - 306
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   MMKFLPAAETLLQMIVAHLPSPKKAQSYRAEMLYSGESGPDDKYYVGIKNCDPEAPLMLYISKMV - 386
>1N0V_D  MRKFLPAADALLEMIVLHLPSPVTAQAYRAEQLYEGPA--DDANCIAIKNCDPKADLMLYVSKMV - 369
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   PTADRGRFFAFGRIFAGKVRSGQKVRIMGNNYVFGKKQDLYEDKPVQRTVLMMGRYQEAVEDMPC - 451
>1N0V_D  PTSDKGRFYAFGRVFAGTVKSGQKVRIQGPNYVPGKKDDLFI-KAIQRVVLMMGRFVEPIDDCPA - 433
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   GNVVGLVGVDKYIVKSATITDDGESPHPLRDMKYSVSPVVRVAVEAKNPSDLPKLVEGLKRLSKS - 516
>1N0V_D  GNIIGLVGIDQFLLKTGTLTTS-ETAHNMKVMKFSVSPVVQVAVEVKNANDLPKLVEGLKRLSKS - 497
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
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>TcEF2   DPLVVCTIEESGEHIVAGAGELHLEICLKDLQEDFMNGAPLKVSEPVVSFRETVTDVSSIQCLSK - 581
>1N0V_D  DPCVLTYMSESGEHIVAGTGELHLEICLQDLEHD-HAGVPLKISPPVVAYRETVESESSQTALSK - 561
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   SANKHNRLFCRGAPLTEELCVEMEEGLNAGSEADPKVRARFLADKFDWDVAEARKIWCYGPDNRG - 646
>1N0V_D  SPNKHNRIYLKAEPIDEEVSLAIENGIINPRD-DFKARARIMADDYGWDVTDARKIWCFGPDGNG - 625
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   PNVVVDVTKGVQNMSEMKDSFVAAWQWATREGVLCDENMRGVRINVEDVTMHADAIHRGGGQIIP - 711
>1N0V_D  PNLVIDQTKAVQYLHEIKDSVVAAFQWATKEGPIFGEEMRSVRVNILDVTLHADAIHRGGGQIIP - 690
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   TARRVFYACCLTAAPRLMEPMFQVDIQTVEHAVGGIYNVLTRRRGVIIGEENRPGTPIYNVRAYL - 776
>1N0V_D  TMRRATYAGFLLADPKIQEPVFLVEIQCPEQAVGGIYSVLNKKRGQVVSEEQRPGTPLFTVKAYL - 755
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   PVAESFGFTADLRAGTGGQAFPQCVFDHWQQYPGDPLEPKSQANTLTLSVRQRKGLKPDIPPLDT - 841
>1N0V_D  PVNESFGFTGELRQATGGQAFPQMVFDHWSTLGSDPLDPTSKAGEIVLAARKRHGMKEEVPGWQE - 820
>1U2R_A  ----------------------------------------------------------------- - 210
>1TUI_A  ----------------------------------------------------------------- - 61
>TcEF2   FLDKL.....* - 846
>1N0V_D  YYDKL-----* - 825
>1U2R_A  -----.....* - 210
>1TUI_A  ----------* - 61
Figura 4.9 –  Moldes utilizados para modelar el TcEF2. Alineamiento de la secuencia del TcEF2 y los
moldes utilizados para modelar el factor. La base de la estructura la constituye la cadena D del cristal 1N0V,
correspondiente al EF2 de S. cerevisiae en estado “apo”. En la región del centro GTPasa en el dominio I se
incluyó información  estructural  de  la  cadena  A del  cristal  1U2R,  también  correspondiente  al  factor  de
levaduras. De esta estructura también se tomaron los ligandos GDP y el ión magnesio, así como 3 moléculas
de agua.  Los puntos “.” al final del alineamiento representan los ligandos. La región correspondiente al
Switch I se modeló a partir de la cadena A del cristal 1TUI, correspondiente al EF-Tu de T. aquaticus. En la
secuencia del TcEF2 se indican los 6 dominios estructurales, codificados de acuerdo al esquema de colores
presentado en la Figura 1.9.
84 \ Resultados
Para  mantener  los  contactos  con  los  ligandos,  realizamos  mediciones  en  el  cristal  1U2R  y
establecimos restricciones de distancias entre distintos átomos de los ligandos y aquellos de los
residuos  con  los  que  interactúan.  Además  incorporamos  restricciones  para  las  estructuras
secundarias  del  switch  I  de acuerdo a  lo  encontrado en la  bibliografía  (Polekhina y col.  1996;
Bartish y Nygård 2008) (en el Anexo, Script A.8 “Modelar”).
Generamos 30 modelos del TcEF2 de los cuales, de acuerdo a los puntajes de molpdf y DOPE, el 14
fue el mejor (Anexo,  Tabla A.3). El modelo presentó buenos valores en los distintos índices de
calidad evaluados, con un valor LG (ProQ) superior a 4,0 y un mayor porcentaje de residuos en
zonas favorables en el gráfico de Ramachandran; por su parte, el factor de calidad de ERRAT fue
bajo, indicando la necesidad de mejorar el acomodamiento de las cadenas laterales de los residuos
(TcEF2_14 en la Tabla 4.5).
Tabla 4.5 – Refinamiento del modelo del TcEF2. Resultados del análisis de calidad estructural del modelo
del TcEF2 en distintas instancias del proceso de modelado. Puede observarse como mejoran los distintos
índices a medida que el modelo generado por MODELLER (TcEF2_14), es sometido a la relajación de los
bucles 89-93 y 359-364 (TcEF2_loop), y luego son reparadas las posiciones de sus cadenas laterales con
FoldX (TcEF2_Rep). Los gráficos de Ramachandran se encuentran en el Anexo para TcEF2_14 (Figura A.3)
y TcEF2_Rep (Figura A.4).
Al calcular el valor de DOPE por residuo observamos que en general el modelo es menos estable
que el molde 1N0V (Figura 4.10 A), y además identificamos dos bucles con valores de DOPE
ligeramente elevados: uno del aminoácido 89 al 93, y el otro del 359-364 (flechas rojas en la Figura
4.10 B). Ya que estos bucles presentaron un largo menor a los 10 aminoácidos, decidimos refinarlos
utilizando MODELLER: generamos 10 modelos para cada bucle y seleccionamos el mejor modelo
para  cada  uno  en  base  a  los  valores  de  molpdf,  DOPE  y  ERRAT  (Anexo,  Tabla  A.4),  e
incorporamos estas nuevas versiones al modelo (TcEF2_loop en la Figura 4.10 B). Estos cambios
produjeron una mejora en todos los índices de calidad evaluados (TcEF2_loop en la  Tabla 4.5).
Finalmente  reacomodamos  las  cadenas  laterales  de  todo  el  modelo  con  FoldX,  exceptuando
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aquellos  aminoácidos  que  participan  del  centro  GTPasa:  Ala26,  Asp29,  Gly31,  Ser33,  Lys54,
Asp58,  Asp102,  Asn156,  Lys157,  Asp159,  Ser211,  Gly212,  Leu213.  Esto  produjo  una  mejora
general en la estabilidad del modelo (TcEF2_Rep en la Figura 4.10 B), así como en los valores de
los  índices  de  calidad  evaluados,  donde  el  factor  de  calidad  de  ERRAT  alcanzó  un  89%
(TcEF2_Rep en la Tabla 4.2.3).
Figura 4.10  – Refinamiento del modelo del TcEF2. Se muestran los valores de DOPE por
residuo de distintos momentos del modelado de TcEF2. A) Comparación entre los valores de
DOPE  por  residuo  del  molde  1N0V  (cadena  D)  y  el  modelo  TcEF2_14.  ⁎:  región
correspondiente al  Switch I.  B) Comparación del modelo TcEF2_14 con el TcEF2_loop, su
versión luego de optimizar los bucles 89-93 y 359-364 (flechas rojas), y con el TcEF2_Rep,
donde  las  cadenas  laterales  fueron  reparadas  por  el  FoldX.  En  el  eje  X  se  muestran  los
dominios del EF2 (de acuerdo al esquema de colores presentado en la Figura 1.9).
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4.2.3 Análisis del modelo del TcEF2
En el nuevo modelo del TcEF2, se siguen diferenciando los seis dominios estructurales, así como el
bolsillo de unión a nucleótido enmarcado por las cuatro hélices canónicas h1-h4 (Figura 4.11 B).
En cuanto al centro  GTPasa, pueden observarse los cinco motivos aminoacídicos conservados en
todas las proteínas G, llamados G1 a G5, en las secuencias de todos los tripanosomátidos (Figura
4.11 A): el motivo G1, también llamado “bucle de unión a fosfato” o P loop, se caracteriza por el
consenso AxxxxGK(S/T) en los EF2; el  G2 forma parte  del  Switch I o “bucle efector” con un
consenso RxITI; el G3 forma parte del  Switch II y funciona como un sensor de la hidrólisis del
GTP,  su  secuencia  consenso  es  DxPGHxD;  G4  tiene  un  consenso  NKxD;  y  G5  (T/G)(C/S)A
(Sprang 1997; Leipe y col. 2002; Bartish y Nygård 2008; Kiran Koripella y col. 2015).
Otros residuos con importancia funcional reportada son las dos Treoninas fosforilables en el Switch
I, de las cuales los tripanosomátidos presentan sólo la segunda, al igual que en Arqueas (Figura
4.11 A y B). En estudios de metilación se han reportado dos Lisinas en el ScEF2: la Lys509 en el
dominio III que se encuentra tri-metilada; y la Lys613 en el  dominio IV es di-metilada; ambas
tienen sus contrapartes en el EF2 de tripanosomátidos, siendo para el TcEF2 las Lys511 y Lys617,
respectivamente (Figura 4.11 A y B). A su vez, en el RnEF2 se reportaron una serie de 11 Argininas
di-metiladas, de las cuales 8 están presentes en el TcEF2 (Figura 4.11 A). Finalmente, la Histidina
en  el  ápice  del  dominio  IV que es  modificada  post-traduccionalmente  a  diftamida  (DDE) está
presente en todos los tripanosomátidos, así como la Asparagina que forma un puente de agua con
esta (Figura 4.11 C).
Figura  4.11  –  Modelo  del  TcEF2. A) Alineamiento  entre  distintos  EF2  mostrando  los  residuos  con
importancia reportada en la bibliografía. Se indican las regiones que forman enlaces con el GTP/GDP en el
bolsillo GTPasa G1-5 (en gris,  en negritas los residuos consenso); la región del  Switch I,  las Treoninas
fosforilables  (verde),  las  Lisinas  (púrpura)  y  Argininas  (mostaza)  metilables,  y  la  Histidina diftamidada
(Azul).  Se  indican  también  los  distintos  dominios  de  los  EF2.  Las  posiciones  indicadas  en  las  flechas
corresponden a las de los residuos en el TcEF2. B) Modelo del TcEF2 conteniendo GDP e ión magnesio en
su bolsillo GTPasa. Se indican los seis dominios estructurales de los EF2, y en el dominio I las cuatro hélices
canónicas del bolsillo GTPasa hA-C. Se muestran también las Lisinas metilables, la Treonina fosforilable y
la Histidina diftamidada (agregada al modelo del TcEF2 por alineamiento estructural y superposición desde
el cristal 3B78, cadena C). C) Alineamiento y modelo (cristal 3B78, cadena C) del ápice del dominio IV del
EF2 donde puede apreciarse un puente de agua que une la Diftamida con una Asparagina. Las posiciones
indicadas en las flechas del alineamiento corresponden al TcEF2, mientras que las del modelo al ScEF2. Los
dominios estructurales en la figura están codificados de acuerdo al esquema de colores presentado en la
Figura 1.9. ►
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En cuanto a los enlaces que se establecen entre el bolsillo del EF2 con los ligandos, los motivos G1,
G2 y G3 contactan y estabilizan los fosfatos del GTP y el ión Magnesio, mientras que G4 y G5
estabilizan los de la Guanina y la Ribosa. Al ocurrir la hidrólisis del GTP, debido a la pérdida del
fosfato-γ y los subsiguientes cambios conformacionales que afectan al  Switch I  y  II, G2 y G3 se
alejan de los ligandos. El bolsillo del modelo del TcEF2 conserva todas las uniones de hidrógeno y
puentes  de  agua  observadas  en  el  cristal  del  ScEF2  1U2R,  así  como  dos  de  las  tres  uniones
hidrofóbicas presentes en este cristal (Figura 4.12).
Figura 4.12 – Bolsillo GTPasa del EF2 unido a GDP. En la figura se detallan los residuos que forman el
bolsillo GTPasa del ScEF2 (A) y TcEF2 (B) en su estado unido a los ligandos GDP (púrpura) e ión magnesio
(verde). Pueden observarse también tres moléculas de agua (celeste) que forman puentes entre residuos y
ligandos. Los residuos que participan en uniones hidrofóbicas se muestran con un semicírculo indicando la
dirección de dichos enlaces (verde),  mientras que los puentes de hidrógeno (rojo) y los enlaces iónicos
(púrpura) se indican entre los átomos que se forman. Además se indican las regiones del  EF2 a la que
pertenecen los distintos aminoácidos. La figura fue generada con el programa LigPlot+.
Respecto del Switch I, en el cristal del EF-Tu de T. aquaticus, este se pliega acercando el α-hélice
47-51 (α1 en la  Figura 4.13) al ión magnesio. En la conformación unida a GDP, la región G2 se
aleja de los ligandos, permaneciendo cerca únicamente el Asp51, el cual estabiliza el ión magnesio
mediante un puente de agua (Figura 4.13 A). Este residuo tiene su contraparte en el TcEF2, el
Asp58, si bien nuestro modelo no contiene la molécula de agua que participa de la formación del
puente (Figura 4.13 B). En el EF-Tu existe además una Tirosina en posición 47 estabilizando el
fosfato-α del GDP (Figura 4.13 A). Para este residuo pareciera existir una contraparte en el TcEF2,
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una Lisina en posición 54 que, por su largo y carga, permitirían establecer un puente de hidrógeno
con el fosfato (Figuras 4.12 B y 4.13 B).
El ión magnesio establece 6 enlaces, uno con el fosfato-β, otro con la Thr/Ser del G1 (Thr25 en la
Figura 4.13 A, y Ser33 en las Figuras 4.12 B y 4.13 B), dos puentes de agua a Ácidos Aspárticos,
como vimos antes, uno parte del Swich I, y el otro desde G3 (Asp81 y Asp102 en la Figura 4.12 A
y B, respectivamente), y los últimos dos enlaces se establecen con moléculas de agua. Todas estas
moléculas de agua están ausentes en el modelo del TcEF2 y el cristal del ScEF2 (1U2R), razón por
la cual no vemos el G2 o el G3 en la Figura 4.12.
Al comparar la estructura secundaria y el patrón de residuos enterrados o expuestos al solvente
entre los EF2 de S. cerevisiae y T. cruzi no encontramos grandes diferencias (Figura 4.14). Todas
las α-hélices y hojas-β presentes en el ScEF2, aparecen también en el TcEF2, variando en muy pocos casos
el largo de estas estructuras entre 1 y 3 aminoácidos. A nivel de secuencias, el dominio del TcEF2 que
muestra una menor conservación es el G’, con una similitud del 62,7% con el ScEF2, por debajo de
la similitud global entre estos factores (75,47%,Tabla A.2 en el Anexo). De los demás dominios, el
IV también presenta una similitud menor a la global (71,6%), mientras que el resto están por encima
(I: 80,3%; II: 77,1%; III: 79,5%; y V: 85,1%).
Figura 4.13 – Switch I. Detalle del Switch I en EF-Tu de T. aquaticus (A) y el modelo del TcEF2 (B). La
región utilizada durante el modelado presenta su estructura secundaria coloreada (α-hélice en rojo y hojas-β
en verde). Puede observarse además el GDP (naranja), el ión magnesio (verde) y moléculas de agua (celeste).
Se muestran también los enlaces por puentes de Hidrógeno entre la Tyr47 del  Switch I y el fosfato-α del
DGP, así como los 4 residuos que forman enlaces con el ión magnesio (en rojo, como línea discontinua en
aquellos puentes de agua donde falta la molécula de H2O).
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4.2.4 Efecto de las variaciones en las distintas UDT en el TcEF2
Como observamos anteriormente, de las variaciones en las secuencias del TcEF2 en las distintas
UDT, las 7 mutaciones que afectan a la primera o segunda posición del codón, son las que producen
cambios no sinónimos (en verde en la Figura 4.5 A). Los cambios aminoacídicos observados son
en  su  mayoría  entre  residuos  similares,  sin  embargo  existen  cuatro  casos  donde  observamos
cambios entre aminoácidos pertenecientes a distintos grupos de similitud, (en negritas en la Figura
4.15 B),  y uno de estos además implica un cambio importante  en la naturaleza química de los
residuos, pasando de una Glicina (polar, no cargada) a un Ácido Aspártico (polar, cargado) (en rojo
en la  Figura 4.15 B). Respecto de la posición de los sitios variables en la estructura del TcEF2,
estas se distribuyen en los dominios G’, II y V (Figura 4.15 A).
Figura  4.15  –  Las  variaciones  de  las  distintas  UDT  en  la  estructura  del  TcEF2.  A)
Posiciones de los sitios donde se encuentran las variaciones de secuencias en los TcEF2 de las
distintas UDT.  B)  Tabla compilando los cambios aminoacídicos en los TcEF2 respecto de la
SAI.  Las  secuencias  de  las  distintas  cepas  se  agrupan  de  acuerdo  a  los  polimorfismos
encontrados (UDT I: G, Silvio_X10, Dm28C y JR_cl4; UDT II: Esmeraldo y Tul8_cl1; UDT III
y IV: M5631_cl5_A, M5631_cl5_B y CanIII_cl1; UDT VIa:  CL_Brener_A; UDT V y VIb:
TEV41  y  CL_Brener_B;  VItula:  Tula_cl2).  En  negritas  se  indican  los  cambios  entre
aminoácidos que no pertenecen al mismo grupo de similitud. En rojo se marca un cambio que
implica una modificación importante de las características físico-químicas del aminoácido. Los
dominios están codificados de acuerdo al esquema de colores presentado en la Figura 1.9.
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Debido a que las variaciones ocurren todas alejadas de los dominios con importancia funcional
reportada,  decidimos  estudiar  su  efecto  potencial  sobre  la  estabilidad  estructural  del  TcEF2
utilizando el programa FoldX (Figura 4.16). Calculamos las ΔΔG entre todas las UDT, incluyendo
la secuencia ancestral inferida, y encontramos que todas las estructuras del TcEF2 son más estables
que su versión ancestral (primera fila en la Figura 4.16 B). Excepto por los TcEF2 de las UDT III y
IV, el efecto de las variaciones en el resto de los factores presentan un efecto altamente estabilizante
en la estructura (Figura 4.16 B). En base a los cambios de ΔΔG, los TcEF2 se separan en dos
grupos, uno constituido por las UDT III y IV, con una estabilidad similar a la del TcEF2 “ancestral”,
y otro integrado por las UDT I, II, V y VI, donde la UDT II y el TcEF2 de la cepa Tula_cl2 (UDT
VItula) ocupan una posición intermedia (Figura 4.16 A).
Figura 4.16 – Estabilidad estructural relativa de las variantes de TcEF2. A) Dendrograma
mostrando los grupos formados al implementar el algoritmo de Agrupamiento Jerárquico (CCC
= 0,92). Se identifican dos grupos, uno formado por las UDT III y IV y el TcEF2 “ancestral”
(naranja), y el otro por los TcEF2 de las UDT I, V y VI (tonos de verde). B) Tabla mostrando las
variaciones de ΔΔG producidas al simular los cambios aminoacídicos necesarios para convertir
el TcEF2 “ancestral” (SAI) o el de una UDT (“Desde”), a los demás EF2 (“Hasta”). Los valores
de  ΔΔG se  muestran  codificados  por  color  de  acuerdo a  su  efecto  sobre  la  estabilidad  de
acuerdo con los grupos propuestos por Studer y col. (2014) (“Referencias”) (ver 3.11.5).
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Finalmente  decidimos  evaluar  la  contribución de  cada mutación  a  la  estabilidad  estructural  del
TcEF2 a lo largo de su filogenia (Figura 4.17). Observamos que la mutación más temprana, S360G,
es la que tiene el mayor efecto estabilizante en la estructura del TcEF2 (ΔΔG = -1,95). Por su parte,
la mayoría de las subsiguientes mutaciones tienen un efecto neutro sobre la estabilidad, a excepción
de M744V en la base de la rama que lleva a la UDT I, que es estabilizante, y G360A en la rama de
las UDT III y IV, que es altamente desestabilizante.
En  su  conjunto,  las  variaciones  observadas  en  los  TcEF2  de  las  distintas  UDT no  afectarían
directamente  el  centro  GTPasa  (dominio  I),  los  cambios  conformacionales  necesarios  para  el
funcionamiento del factor (dominio III) o la interacción del EF2 con el sitio A del ribosoma (ápice
del dominio IV). En cuanto a la estabilidad estructural, el TcEF2 de las UDT III y IV es el que
presenta mayor divergencia, y es interesante notar que, si bien este agrupa con el TcEF2 “ancestral”,
esto es debido a una mutación altamente desestabilizante que ocurre tardíamente en la filogenia y
que no revierte la secuencia a la ancestral inferida. En general podemos asumir que los TcEF2 de las
UDT I, II, V y VI son similares, y que las conclusiones obtenidas para uno de estos factores puede
ser dada como válida para los demás integrantes del grupo.
Figura 4.17 – Contribución de las variaciones aminoacídicas de las UDT a la estabilidad estructural a
lo largo de la historia evolutiva del TcEF2. Partiendo de la Secuencia Ancestral Inferida del TcEF2, se
muestran los cambios ocurridos en el árbol del TcEF2 con el efecto de cada mutación sobre la estabilidad
estructural (ΔΔG) en cada base de rama. A la derecha se muestran las variaciones finales de cada rama y el
valor de ΔΔG total desde la base del árbol de los TcEF2 hasta el final. Debido al origen híbrido de las UDT
V y VI (ramas en gris), para estas no se calcularon los efectos de las mutaciones individuales. Los íconos
indicando  a  qué  categoría  de  estabilidad  corresponden  los  valores  de  ΔΔG  mantienen  el  criterio  de
clasificación mostrado en la Figura 4.16.
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4.3 Complementación Funcional in vivo
La  levadura  de  fisión  Saccharomyces  cerevisiae es  un  eucarionte  unicelular  estudiado  desde
comienzos del siglo XIX (Barnett 2003), que ha sido y es utilizado como campo de pruebas para el
desarrollo de nuevas tecnologías genómicas y proteómicas desde hace más de 30 años  (Hinnen y
col.  1978;  Duina  y col.  2014).  Es  por  esto que,  como modelo,  ofrece  una amplia  variedad de
herramientas  para su uso en biología molecular  (Lingbeek y col.  2002).  Pese a ser organismos
eucariotas, las levaduras pueden ser cultivadas y transformadas con técnicas muy similares a las
utilizadas  para  bacterias,  haciendo  de  estas  una  herramienta  de  fácil  implementación  en  un
laboratorio de biología molecular.
Entre  las  diversas  herramientas  moleculares  que  ofrecen las  levaduras,  existe  la  posibilidad  de
estudiar la similitud funcional de una proteína de interés, con respecto a la de S. cerevisiae, a través
de ensayos de complementación funcional in vivo. La técnica consiste en la obtención de una cepa
deficiente para el o los genes endógenos de levadura, y la posterior expresión del gen heterólogo de
interés en este organismo, el cual puede luego ser estudiado por distintos métodos microbiológicos
y/o fisicoquímicos para establecer qué funcionalidades de la proteína original pueden ser cumplidas
por la heteróloga, y en qué condiciones.
Dentro del genoma de levaduras hay dos copias del gen que codifica para el ScEF2 (Anexo, Tabla
A.1) (Perentesis y col. 1992), siendo imprescindible para la viabilidad la presencia de al menos una
copia intacta (Bartish y col. 2007). Por lo tanto, una cepa deficiente para ambos alelos requiere de
algún sistema de rescate para poder ser utilizado en ensayos de complementación. La cepa GB2
carece de ambos genes, y está transformada con el plásmido pCBG1202/HIS3/ScEF2, que contiene
una copia del ScEF2 bajo el control del promotor PGAL1, inducible por galactosa. De esta manera, en
un  medio  que  contenga  galactosa  y  carente  de  glucosa,  estas  levaduras  crecen  normalmente,
mientras que en presencia de glucosa, y ausencia de galactosa, las mismas son inviables.
4.3.1 Clonado de Factores de Elongación a p4X6-GPD
Para los ensayos de complementación continuamos trabajando con el TcEF2 de la cepa CL Brener
(B; TcCLB.510963.90), perteneciente a la UDT VI, que ya teníamos clonado en pGEM-T Easy (ver
4.1.2), por ser representante de la cepa de referencia, presentar la mayor estabilidad en valores de
ΔΔG respecto de la secuencia ancestral inferida (Figura 4.16) y tener una similitud del 100% con el
TcEF2 de la cepa TEV41, de la UDT V (Tabla 4.2). Para utilizar como controles decidimos también
clonar el EF2 de  S. cerevisiae (ScEF2), y un factor proveniente de un organismo mamífero;  Mus
musculus. Para este último teníamos la complicación extra de que los genes de mamíferos presentan
intrones,  por  lo  que  fue  necesario  contar  con  ADNc  como  molde  desde  donde  amplificar  la
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secuencia codificante del EF2. Como material  de partida para el  ScEF2 utilizamos el  plásmido
pCBG1202/HIS3/ScEF2; mientras que para el factor de mamíferos utilizamos ADNc de macrófagos
peritoneales de ratón (MmEF2).
En primer lugar sub-clonamos el TcEF2 y clonamos los ScEF2 y MmEF2 al plásmido pYes2.1/V5-
His-TOPO, debido a las facilidades que ofrece para el clonado directo de fragmentos amplificados
por  PCR y la  presencia de las  dos  marcas  peptídicas.  Para el  TcEF2 reutilizamos  los  primers;
TcEF2-For y TcEF2-Rev; diseñamos nuevos para ScEF2 y MmEF2: ScEF2-For y ScEF2-Rev, y
MmEF2-For  y  MmEF2-Rev,  respectivamente  (Tabla  3.3).  Realizamos  entonces  el
clonado/subclonado  (Cuadro  3.2)  de  los  factores  TcEF2,  ScEF2  y  MmEF2  al  plásmido
pYes2.1/V5-His-TOPO (Figura 4.18).
Como el plásmido de rescate de la cepa GB2 es inducible por galactosa, el siguiente paso fue sub-
clonar los factores, junto con las marcas peptídicas del vector pYes2.1/V5-His-TOPO, a un nuevo
sistema de plásmidos de expresión constitutiva, para lo cual decidimos utilizar el plásmido p416-
GPD.  Con  este  fin  sintetizamos  nuevos  primers  5'  del  marco  abierto  de  lectura  (ORF)  que
incluyeran  sitios  de corte  para enzimas de restricción:  ScEF2-For-BamHI,  TcEF2-For-BamHI y
MmEF2-For-XmaI,  para  subclonar  el  ScEF2,  TcEF2  y  MmEF2,  respectivamente;  y  un  mismo
primer  3' del ORF para todos los clones a fin de mantener las marcas V5 y 6xHis: pYes21-Rev-
EcoRI (Tabla 3.3). Utilizamos los factores de elongación clonados en pYes2.1/V5-His-TOPO como
material de partida y realizamos el subclonado (Cuadro 3.2), entre los sitios BamHI y EcoRI del
plásmido p416-GPD para el ScEF2 y el TcEF2, y entre los sitios XmaI y EcoRI para el MmEF2,
por  contar  este  factor  con un sitio  interno BamHI en  la  posición  2466.  En la  Figura 4.19 se
muestran, a modo de ejemplo, los pasos del subclonado del MmEF2; para los otros dos factores el
proceso fue similar.
Figura 4.18 – Subclonado/clonado de los TcEF2, ScEF2 y MmEF2 al plásmido pYes2.1/V5-His-TOPO.
A) Determinación de la temperatura de hibridización de los primers para la amplificación del MmEF2 por
PCR en gradiente de temperatura: los productos de la amplificación se sembraron en un gel de 1% agarosa.
La calle correspondiente a 65ºC presenta una mayor masa de la banda específica (2577 bp), y a la vez una
disminución de las demás bandas inespecíficas de bajo peso molecular.  B) Gel de 1% agarosa en el que se
sembraron 5  μl  de  las  PCR de  los  distintos  EF2 amplificados.  C) Perfil  de  bandas  hipotéticas  (izq)  y
observadas  por  RFLP en  un  gel  de  1% agarosa  (der)  de  los  fragmentos  de  PCR de  los  distintos  EF2
amplificados.  D) QuickPrep de 5 clones productos de la transformación de bacterias con la ligación de los
distintos EF2 y el plásmido pYes2.1/V5-His-TOPO. C: control de plásmido vacío; +: clones que contienen
inserto. E) Perfil de bandas hipotéticas (izq) y observadas por RFLP (der) en un gel de 1% agarosa de clones
con inserción correcta (esto es, en sentido 5’ → 3’), en el plásmido pYes2.1/V5-His-TOPO de los TcEF2,
ScEF2 y MmEF2. F) Detección de la marca V5 en ensayos de Western Blot, revelados con el reactivo ECL,
de clones de levaduras de la cepa w303-1B. Se muestra el mismo cultivo para los ScEF2 y TcEF2 a 4, 8 y 24
h luego de la inducción de la expresión por el agregado de Galactosa, y 3 clones de MmEF2 a 24 h pos-
inducción. ►
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Figura 4.19 – Subclonado del MmEF2 al plásmido p416-GPD. En la figura se muestran los
distintos pasos del clonado del MmEF2 a p416-GPD.  A) PCR del inserto MmEF2-V5-6xHis
amplificado a  partir  del  constructo  MmEF2-pYes2.1.  B) Plásmido y fragmento  purificados,
digeridos  con  las  enzimas  XmaI  y  EcoRI;  abajo  de  cada  calle  se  muestra  el  valor  de
cuantificación por densitometría realizado con el programa FIJI-ImageJ 1.50b. C) QuickPrep de
seis clones de bacterias DH5α transformadas con la ligación de MmEF2-V5-6xHis y el vector
p416-GPD,  todos  presentan  inserto.  C:  control  de  plásmido  vacío.  D) Perfil  de  bandas
hipotéticas (der) y observadas por RFLP en un gel de 1% agarosa (izq), de los primeros tres
clones positivos para la QuickPrep.  E) Detección de la marca V5 en ensayos de Western Blot,
revelados con el reactivo ECL, de tres clones de MmEF2-p416 transformados en las cepas de
levaduras w303-1B y BY4741.
4.3.2 Ensayos de complementación
Realizamos ensayos de complementación (Cuadro 3.6), utilizando las diferentes construcciones en
p416-GPD,  y  agregamos  además  el  plásmido  vacío  como control  negativo  (Figura  4.20).  Las
placas de cultivo se incubaron a 30°C y se realizó el seguimiento de las mismas por 72 h, tiempo
durante el cual no observamos que TcEF2 o MmEF2 complementaran la función de ScEF2.
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Figura  4.20  –  Ensayo  de  complementación. Se  realizó  el  ensayo  con  los  distintos  EF2
clonados en el plásmido p416-GPD, por triplicado. Se sembraron placas con el medio de control
de viabilidad (fila superior) y de complementación (fila inferior), en tres diluciones seriadas de
cultivos crecido durante 16 h (DO600 = 0,9).  En la figura se muestra el  registro fotográfico
durante las 72 h que duró el experimento, para uno de los tres clones ensayados, para cada
constructo.
Una de las posibles razones por la que no observamos complementación por parte del TcEF2 y el
MmEF2 podría ser la baja o nula expresión de estos factores en las levaduras, y el inconveniente de
hacer determinaciones mediante Western Blot de los niveles relativos de los distintos EF2 en GB2,
es que el ScEF2 de rescate de ésta cepa tiene las mismas marcas, V5 y 6xHis, que los factores
clonados en el plásmido p416-GPD. Por ello volvimos a sub-clonar los distintos EF2 con una nueva
marca (Cuadro 3.2), la de hemaglutinina del virus de la gripe humana (HA). Agregamos esta marca
río abajo de la marca V5, reemplazando a la marca 6xHis, utilizando los mismos primers 5' que en
el subclonado original a p416-GPD, pero cambiando el primer 3' del ORF por uno nuevo: V5-Rev-
HA-EcoRI  (Tabla  3.3).  Para  contar  con distintos  niveles  de expresión,  generamos  además  dos
variantes  para cada  factor,  una en p416-GPD y otra  en p426-GPD, siendo la  diferencia  que el
primer plásmido, al alcanzar un menor número de copias en el citoplasma de la levadura, produce
una menor cantidad de proteínas (Cuadro 3.1).
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Realizamos nuevamente el ensayo de complementación utilizando los nuevos constructos en tres
condiciones de temperatura distintas: la utilizada para el cultivo de epimastigotes de T. cruzi, 27°C;
para el cultivo de S. cerevisiae, 30°C; y la temperatura corporal de roedores, 37°C. Los resultados
repitieron lo observado en el ensayo de complementación anterior: únicamente los constructos que
contienen  el  ScEF2,  tanto  en  p416-GPD como en p426-GPD, rescataron  el  crecimiento  de  las
levaduras, y no observamos rescate del crecimiento con TcEF2 o MmEF2  (Figura 4.21).
Figura  4.21  –  Ensayo  de  complementación  a  distintas  temperaturas. Se  realizó  el  ensayo  de
complementación  con  distintos  EF2  con  marca  HA,  clonados  el  los  plásmidos  p4X6-GPD.  Para  cada
constructo se probaron 3 clones (columnas dentro de cada recuadro), en dos diluciones (filas dentro de cada
recuadro,  arriba  1:10,  abajo  1:100).  En  la  figura  se  muestra  el  registro  fotográfico  luego  de  48  h  de
incubación a 27ºC, 30ºC y 37ºC, de las levaduras en medio de complementación y de viabilidad.
Una de las primeras observaciones que nos llamó la atención durante la realización de los ensayos
de  complementación  fue  que,  en  los  cultivos  iniciales  de  los  que  partíamos,  las  levaduras
transformadas con distintos constructos alcanzaban diferentes DO600. Esto nos llevó a pensar que la
presencia  y/o  abundancia  de  los  factores  en  las  levaduras,  podrían  tener  algún efecto  sobre  la
velocidad  de  crecimiento  de  las  mismas.  Es  por  esto  que  decidimos  evaluar  las  curvas  de
crecimiento de levaduras transformadas con los distintos constructos (Figura 4.22). Debido a que el
TcEF2 y el  MmEF2 no complementaron la  cepa GB2, las  curvas fueron realizadas  con medio
conteniendo galactosa, esto es, en condiciones de co-expresión del ScEF2 en el plásmido de rescate,
junto con el factor en el plásmido p416-GPD (Figura 4.22 A) y p426-GPD (Figura 4.22 B). En
estos ensayos, los factores de T. cruzi y M. musculus no produjeron ningún efecto sobre los tiempos
de duplicación de las levaduras, mientras que el cosntructo ScEF2-p416-GPD mostró una mayor
velocidad de crecimiento a tiempos cortos (Figura 4.22 C).
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Figura 4.22 – Curvas de crecimiento de distintos  EF2 en p4X6-GPD. Curvas  de  crecimiento de
cultivos de la cepa GB2 transformados con distintos EF2 en p416-GPD (A) y p426-GPD (B), en medio
SC -HLU +Gal/Raf. Se muestran los promedios, en escala logarítmica, de los valores de DO 600 medidos a
distintos  tiempos (n = 3),  con sus  respectivas  rectas  de regresión,  de  las  que se  indica  la  pendiente
(expresada  x105)  y  el  coeficiente  de  determinación  (r2).  C) Tiempos  de  duplicación  promedio
correspondientes a las curvas  de crecimiento (media + SD, n = 3).  Los datos  fueron analizados por
ANOVA de dos vías y un test de Bonferroni  a posteriori  comparando cada EF2 en p4X6-GPD con su
plásmido vacío correspondiente (⁎⁎ p < 0,01).
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Al analizar los niveles de expresión relativas de los distintos EF2 en Western Blot aprovechando la
marca HA (Figura 4.23 A), observamos que incluso en el plásmido de mayor expresión, p426-
GPD, el TcEF2 y el MmEF2 no alcanzaron los niveles de expresión del ScEF2 (Figura 4.23 B), ni
siquiera al comparar la expresión del TcEF2 en el vector de mayor expresión, p426-GPD, con la del
ScEF2  en  el  de  menor  expresión,  p416-GPD  (Figura  4.23  C).  Por  su  parte  no  observamos
diferencias significativas entre las cantidades producidas de TcEF2 y MmEF2 en el plásmido p426-
GPD (Figura 4.23 B).
Esta serie de resultados nos plantean un problema, ya que la diferencia tan marcada en los niveles
de expresión hace que lo observado para los factores de T. cruzi y M. musculus, no sea comparable
al control positivo, ScEF2.
Figura 4.23 – Western Blot y densitometrías de los distintos EF2 en p4X6-GPD con marca
HA, expresados en la cepa GB2. A) Western Blot revelado por ECL de los tres clones de los
distintos  EF2  expresados  en  los  plásmidos  p4X6-GPD.  B) Densitometría  del  Western  Blot
(media + SD, n = 3). Los clones en p416-GPD fueron analizados mediante un test de Student
no-pareado de dos colas, mientras que los clones en p426-GPD fueron analizados por ANOVA
de una vía y a posteriori por un test de Tukey (⁎⁎ p < 0,01; ⁎⁎⁎ p < 0,001). C) Western Blot
para comparar los niveles de expresión de los mismos tres clones (cl 1 a 3) de ScEF2-p416-
GPD (S) y TcEF2-p426-GPD (T) analizados anteriormente, en la misma membrana.
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4.3.3 Optimización de los codones del TcEF2 para expresión en levaduras
La baja expresión observada para el TcEF2 puede deberse a varios factores, siendo uno de ellos el
uso sub-óptimo de los aminoacil-ARNt (AA-ARNt) propios de las levaduras, ya que la secuencia
del factor proviene de T. cruzi. Una manera de evitar este problema es generar una versión sintética
del  TcEF2  optimizando  sus  codones  para  que  utilicen  los  AA-ARNt  de  mayor  frecuencia  en
levaduras.  Al  analizar  la  secuencia  del  TcEF2,  teniendo  en  cuenta  lo  antes  mencionado,
encontramos que un 42% de sus codones son reconocidos por AA-ARNt de poca frecuencia en
levaduras, y sólo un 20% utilizan los AA-ARNt de abundancia mayor al 80% en dicho organismo
(TcEF2 en la Figura 4.24 A). Las síntesis del gen del TcEF2 con codones óptimos para su expresión
en levaduras fue realizada por la empresa GenScript Inc., el cual decidimos llamar TcEF2cos (por
“codones optimizados para Saccharomyces”) (Anexo, Secuencias A.3).
Figura 4.24 – Optimización de codones del TcEF2 para su expresión en levaduras.  Se muestran distintos
parámetros de la secuencia del TcEF2 (izq), su versión optimizada para ser expresada en levaduras TcEF2cos
(centro), y la secuencia del ScEF2 (der). A) Porcentajes de la distribución de codones de los EF2 de acuerdo
a “grupos de calidad de AA-ARNt”, donde el valor de 100% equivale a la máxima frecuencia de uso para
cada ARNt que une el  mismo aminoácido en  S.  cereviciae.  B) Distribución de la  frecuencia de uso de
codones a lo largo de la secuencia de los EF2. Se indican los IAC de cada uno.
El total de los codones en la secuencia del TcEF2cos utilizan AA-ARNt de abundancias relativas
mayores al 50%, e incluso dos tercios de los codones utilizan AA-ARNt con frecuencias mayores al
80% (TcEF2cos en la Figura 4.24 A), valores similares al factor endógeno de S. cerevisiae (ScEF2
en la Figura 4.24 A). Estos cambios produjeron un aumento en el Índice de Adaptación de Codones
(IAC)  de  0,53  a  0,86  en  la  versión  optimizada  del  factor,  valor  por  encima  de  0,8  que  es  el
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considerado bueno en términos de los niveles de expresión esperable en un organismo determinado
(en ScEF2 el CAI es de 0,83) (Figura 4.24 B). Además de estos cambios, se introdujeron otras
modificaciones: se redujo el porcentaje de GC de un 60% a un 40% (en ScEF2 el porcentaje de GC
es de 44,6%), se eliminaron sitios de corte para enzimas de restricción de uso frecuente en biología
molecular,  se  eliminó  una  marca  de  splicing en  la  secuencia  codificante,  se  eliminaron  sitios
repetitivos que estuvieran a corta distancia, se introdujeron las marcas V5 y HA para permitir la
detección del factor mediante la técnica de Western Blot, y se introdujeron sitios de corte para las
enzimas BamHI y EcoRI para facilitar su clonado a los plásmidos p4X6-GPD.
El gen sintético fue enviado dentro del plásmido pUC57-Kan, por lo que en primer lugar lo sub-
clonamos al sistema p4X6-GPD. Una vez obtenidos los nuevos constructos, procedimos a realizar
los ensayos de complementación (Cuadro 3.6), done el TcEF2cos no complementó funcionalmente
a la cepa GB2 en ninguno de los plásmidos, repitiendo lo observado en ensayos anteriores (Figura
4.25).
  
Figura 4.25 – Ensayo de complementación con TcEF2cos. Se realizó el ensayo de complementación con
distintos EF2 con marca HA, clonados en los plásmidos p4X6-GPD, incluyendo el TcEF2cos. Para cada
constructo se probaron 3 clones (columnas dentro de cada recuadro), en dos diluciones (filas dentro de cada
recuadro,  arriba  1:10,  abajo  1:100).  En  la  figura  se  muestra  el  registro  fotográfico  a  tres  tiempos  de
incubación: 24 h, 48 h y 72 h. Las incubaciones se realizaron a 30ºC en medio de complementación y de
viabilidad.
Repetimos  nuevamente  las  curvas  de crecimiento  (Figura 4.26)  y,  al  igual  que en los  ensayos
anteriores, ScEF2-p416-GPD produjo una disminución en el tiempo de duplicación de las levaduras
(Figura 4.26 A y C), mientras que todos los factores en p426-GPD mostraron mayores tiempos de
duplicación, siendo este menos marcado en TcEF2-p426-GPD (Figura 4.26 B y C).
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Figura 4.26 – Curvas de crecimiento de distintos EF2 en p4X6-GPD, incluyendo TcEF2cos. Curvas de
crecimiento de cultivos de la cepa GB2 transformados con distintos EF2 en p416-GPD (A) y p426-GPD (B),
en medio SC -HLU +Gal/Raf. Se muestran los promedios, en escala logarítmica, de los valores de DO 600
medidos a distintos tiempos (n = 3), con sus respectivas rectas de regresión, de las que se indica la pendiente
(expresada  x105)  y  el  coeficiente  de  determinación  (r2).  C) Tiempos  de  duplicación  promedio
correspondientes a las curvas de crecimiento (media + SD, n = 3). Los datos fueron analizados por ANOVA
de dos vías y un test de Bonferroni a posteriori comparando cada EF2 en p4X6-GPD con su plásmido vacío
correspondiente (⁎⁎ p < 0,01; ⁎⁎⁎ p < 0,001).
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Al estudiar los niveles de expresión de los distintos factores de elongación, observamos un aumento
de tres veces en la cantidad de TcEF2cos respecto del TcEF2 para los constructos en el plásmido
p426-GPD.  Sin  embargo  este  aumento  no fue estadísticamente  significativo.  Por  otro  lado,  los
niveles de expresión del TcEF2cos siguieron estando por debajo de los observados para los del
ScEF2: 3 veces en al caso de p416-GPD, y 4 veces para p426-GPD (Figura 4.27). En estos ensayos
incluimos  la  detección  conjunta  de  la  Gliceraldehído-3-fosfato  deshidrogenasa  (GAPDH) como
control de carga.
Figura 4.27 – Niveles de expresión de distintos EF2 en p4X6-GPD, incluyendo TcEF2cos.
A) Western Blot revelado por ECL de los tres clones de los distintos EF2 expresados en los
plásmidos  p4X6-GPD.  Se  muestran  los  resultados  de  detección  de  los  EF2 (αHA) y  de  la
proteína utilizada como control de carga (αGAPDH). B) Densitometría del Western Blot (media
+ SD, n = 3). Se muestran los valores relativos al control de carga. Los clones fueron analizados
por ANOVA de una vía y a posteriori por un test de Tukey (⁎⁎⁎ p < 0,001).
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4.3.4 Control  de los  niveles  de expresión del  ScEF2 mediante  el  uso  de
distintos promotores
Debido a que optimizar la secuencia del TcEF2 no fue suficiente para alcanzar niveles de expresión
equiparables a los del ScEF2, decidimos explorar la posibilidad de trabajar con distintos promotores
para solucionar este problema. Como GPD es el más fuerte de los promotores de la serie p4XX-
PROM (Cuadro 3.1), en vez de buscar la manera de aumentar la expresión del TcEF2, decidimos
buscar promotores débiles para disminuir la expresión del ScEF2. Como no contábamos con otros
plásmidos de la  serie  p4XX-PROM, decidimos  obtener  los  promotores  a  partir  del  genoma de
levaduras e introducirlos directamente en el constructo ScEF2-p416-GPD mediante clonado clásico,
reemplazando el promotor GPD al ubicar los nuevos promotores entre los sitios SacI y BamHI.
Decidimos clonar el  promotor de baja expresión CYC1, y el  de media expresión TEF1, que ya
habían  sido  caracterizados  en  el  trabajo  que  dio  origen  al  sistema de  plásmidos  p4XX-PROM
(Mumberg y col. 1995), y el promotor débil PSTE5, para el que utilizamos como fuente el plásmido
pRS404-PSTE5-YFPmut. Diseñamos primers específicos para los tres promotores: CYC1-For-Sacl
y CYC1-Rev-BamHI, TEF1-For-SacI y TEF1-Rev-BamHI, PSTE5-For-SacI y PSTE5-Rev-BamHI
(Tabla 3.3), y  construimos las variantes de ScEF2 en p416 con los promotores PSTE5 y TEF1
(Figura  4.28).  El  promotor  CYC1  presentó  problemas  en  su  secuencia  de  bases,  y  ya  que
contábamos con el promotor débil PSTE5, decidimos no continuar con su clonado.
   
Figura 4.28 – Clones de ScEF2 en p416 
con distintos promotores. Gel de 1% 
agarosa mostrando los resultados de una 
RFLP utilizando enzimas que liberan el 
promotor completo (izq), y una PCR 
amplificando parte del ScEF2 utilizando 
los primers ScEF2-For y ScEF2-III-Rev 
(der). Cada calle se identifica con el 
nombre del promotor dentro del ScEF2-
p416-PROM, y en la parte inferior de cada 
calle se indica el peso esperado de los 
distintos promotores liberados (izq) o del 
fragmento amplificado de ScEF2 (der).
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En  una  primera  instancia,  medimos  las  curvas  de  crecimiento  de  levaduras  de  la  cepa  GB2
transformadas  con  estos  nuevos  constructos,  en  medio  sin  galactosa  (Figura  4.29),  donde
observamos que la levaduras transformadas con ScEF2-p416-PSTE5 crecen más lento que aquellas
transformadas con los constructos conteniendo los promotores TEF1 y GPD.
Figura 4.29  –  Curvas  de  crecimiento  de  ScEF2 en p416 con distintos  promotores. A)
Curvas de crecimiento de cultivos de la  cepa GB2 transformados con ScEF2 en p4X6 con
distintos  promotores,  en  medio  SC  -HLU  +Glu.  Se  muestran  los  promedios,  en  escala
logarítmica, de los valores de DO600 medidos a los distintos tiempos (n = 3), con sus respectivas
rectas  de regresión,  de las  que se indica  la  pendiente  (expresada x105)  y el  coeficientes de
determinación  (r2).  B) Tiempos  de  duplicación  promedio  correspondientes  a  las  curvas  de
crecimiento (media + SD, n = 3). Los datos fueron analizados por ANOVA de una vía y un test
de Tukey a posteriori (⁎⁎ p < 0,01).
Realizamos entonces los ensayos de complementación en la cepa GB2 (Figura 4.30). Al igual que
en los ensayos anteriores, tanto TcEF2cos como MmEF2 no rescataron el crecimiento en la cepa
GB2.  En  el  caso  del  ScEF2,  las  versiones  bajo  el  control  de  los  promotores  GPD  y  TEF1,
permitieron el crecimiento de las levaduras, pero con el factor bajo el control del promotor PSTE5
estas no crecieron.
Al analizar los datos de densitometrías encontramos que los niveles de expresión de ScEF2 en p416
bajo los distintos promotores también se ajustan a lo esperado, mostrando mayor expresión con
GPD, seguida de TEF1 y una expresión muy baja con PSTE5. Este último promotor produjo el
ScEF2 a un nivel comparable al observado para TcEF2cos-p426-GPD (Figura 4.31). Esto implica
que  los  niveles  de  expresión  de  ScEFE2  comparables  a  los  obtenidos  para  TcEF2cos  no  son
suficientes  para  rescatar  el  fenotipo,  por  lo  que  no  es  posible  concluir  si  TcEF2  es  capaz  de
reemplazar funcionalmente a su ortólogo de levaduras.
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Figura  4.30  –  Ensayo  de
complementación,  incluyendo
ScEF2 con distintos promotores. Se
realizó el ensayo de complementación
con distintos EF2 en los plásmidos de
la serie p4X6-PROM, incluyendo las
versiones  de  ScEF2-p416  con
distintos  promotores.  Para  cada
constructo  se  probaron  3  clones
(columnas  dentro  de  cada  recuadro),
en dos diluciones (filas dentro de cada
recuadro,  arriba  1:10,  abajo  1:100).
En  la  figura  se  muestra  el  registro
fotográfico  luego  de  48  h  de
incubación  a  30ºC,  de  las  levaduras
GB2 en medio de complementación y
de viabilidad.
Figura  4.31  –  Niveles  de  expresión  de  distintos  EF2,  incluyendo  ScEF2  con  distintos
promotores. A) Western Blot revelado por TMB de tres clones de distintos EF2 expresados en
los plásmidos p4X6-PROM, incluyendo las versiones de ScEF2-p416 con distintos promotores.
Se muestran los resultados de detección de los EF2 (αHA) y de la proteína utilizada como
control  de  carga  (αGAPDH).  B) Densitometría  del  Western  Blot (media  +  SD,  n  =  3).  Se
muestran los valores relativos al control de carga. Los clones fueron analizados por ANOVA de
una vía y a posteriori por un test de Tukey (⁎⁎ p < 0,01; ⁎⁎⁎ p < 0,001).
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Figura 4.32 – Curvas de crecimiento de distintos EF2 en p4X6-PROM en medio SC -HLU
+Glu. A) Crecimiento de cultivos de la cepa GB2 transformados con distintos EF2 en p4X6-
PROM, en medio de complementación (SC -HLU +Glu). Se muestra el aumento relativo (media
+ SD, n = 3) de la DO600 de los cultivos luego de 21 h de incubación a 30ºC en agitación. Los
datos fueron analizados por ANOVA de una vía y un test de Bonferroni a posteriori comparando
cada EF2 en p4X6-PROM con su plásmido vacío correspondiente (⁎⁎⁎ p < 0,001). B) Curvas
de crecimiento de cultivos de la cepa GB2 transformados con distintos EF2 en p4X6-PROM, en
medio de complementeción (SC -HLU +Glu). Se muestran los valores de DO600 (promedio ±
SD, n = 3) medidos a distintos tiempos. Se muestran también curvas sigmoideas de pendiente
variable ajustadas a los conjuntos de datos con sus respectivos coeficientes de determinación
respecto de los valores promedio (r2).
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Como habíamos observado crecimiento a cortos tiempos en medio líquido de complementación,
incluso para levaduras transformadas con ScEF2-p416-PSTE5 (Figura 4.29), decidimos evaluar el
efecto de distintos constructos sobre el crecimiento de la cepa GB2 en medio líquido conteniendo
Galactosa a mayores tiempos (Figura 4.32). En primer lugar determinamos el aumento de DO600 en
cultivos de levaduras transformadas e incubadas por más de 20 h a 30ºC (Figura 4.32 A). Los
resultados mostraron un aumento en la DO600 de todos los clones, sin embargo este fue menor para
aquellos transformados con constructos que no rescatan el crecimiento del a cepa GB2 (3 veces,
contra 5 veces para las levaduras transformadas con ScEF2 en p4X6-GPD). Al estudiar las curvas
de crecimientos a tiempos largos de estos clones (Figura 4.32 B), observamos que las levaduras
transformadas con constructos que no complementan la ausencia del ScEF2 endógeno, crecieron
hasta  valores  de  DO600 más  bajos,  comparables  a  los  observados  para  las  levaduras  GB2
transformadas con plásmidos vacíos. Estos resultados son equivalentes a los obtenidos en ensayos
de complementación en medio sólido.
A la luz de estos resultados,  no podemos concluir  que la  falta  de crecimiento  de la cepa GB2
transformada  con  el  TcEF2,  el  TcEF2cos  o  el  MmEF2  se  deba  a  que  estos  factores  no
complementan la función del ScEF2, ya que ni siquiera este último rescata el crecimiento de las
levaduras cuando presenta los bajos niveles de expresión obtenidos para los factores heterólogos. Es
por esta limitación de la tecnología utilizada, que finalmente decidimos estudiar la funcionalidad de
los factores de elongación por el modelo de complementación de levaduras in vitro.
4.4 Complementación funcional in vitro
El sistema de complementación in vivo en S. cerevisiae (ver 4.3) presenta una limitación: si bien es
posible  variar  el  EF2  utilizado  en  el  ensayo,  esto  no  es  así  para  el  resto  de  la  maquinaria
traduccional, la cual siempre corresponde al sistema de las levaduras. En el laboratorio contamos
con un sistema de traducción in vitro en el que es posible modificar la fuente de los polisomas con
los que realizar  el  ensayo  (Ayub y col.  2012).  El  mismo consiste  en incubar  los polisomas en
solución con todos los factores necesarios para que los ribosomas realicen el proceso de elongación
del ARNm al que están unidos, en presencia de una mezcla de aminoácidos donde la Metionina se
encuentra  marcada  con  azufre  radiactivo.  El  principal  inconveniente  para  utilizar  este  sistema
consiste en eliminar el EF2 endógeno del extracto de polisomas, y así poder utilizar cualquiera de
los factores producidos en el laboratorio.
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4.4.1 Efecto de la DT en ensayos de traducción in vitro
El EF2 es sustrato de múltiples toxinas que inactivan su función de manera específica. La toxina
diftérica (DT del inglés  Diphteric Toxin), producida por  Corynebacterium diphtheriae, afecta a la
función del EF2 inactivándolo en presencia de NAD+ (Chung y Collier 1977). Esto ocurre debido a
que esta toxina ADP-ribosila la histidina modificada a diftamida presente en el ápice del dominio IV
del factor (Cuadro 4.1)  (Oppenheimer y Bodley 1981; Pappenheimer y col. 1983; Omura y col.
1989; Perentesis y col. 1992).
En primer lugar realizamos ensayos para corroborar el efecto de la DT en ensayos de traducción in
vitro utilizando polisomas purificados de R. norvegicus y T. cruzi, y para poner a punto la cantidad
de toxina necesaria para inhibir la traducción (Figura 4.33). Observamos que al agregar la DT a
polisomas de  T. cruzi,  esta inhibe parcialmente la elongación,  y al  suplementar  a la toxina con
NAD+, la inhibición de la elongación es completa,  mostrando valores de cpm por debajo de lo
observado para el inhibidor inespecífico de la traducción Emetina (Figura 4.33 A). Esto sugiere que
el NAD+ presente en la mezcla de reacción (proveniente del extracto clarificado de hígado de rata),
no es suficiente para ADPribosilar todo el EF2 endógeno presente en la preparación. La DT también
inhibió la elongación en polisomas de R. norvegicus a lo largo de todo el rango de concentraciones
ensayadas (Figura 4.33 B), por lo que seleccionamos la concentración más baja, de 0,4 μM, para
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realizar los subsiguientes ensayos. Es importante resaltar que la diferencia entre el control positivo
de elongación y el negativo, es mucho menor para polisomas de T. cruzi (2:1), en comparación de la
diferencia observada para polisomas de  R. norvuegicus (5:1), además de que los polisomas de  T.
cruzi  alcanzaron valores de 4.000 cpm, mientras que los de  R. norvegicus  llegaron a las 10.000
cpm, aproximadamente.
Figura 4.33 – Efecto de la DT y el NAD+ sobre la elongación en polisomas de T. cruzi y R. norvegicus.
Ensayos de traducción in vitro utilizando polisomas purificados de T. cruzi (izq) o  R. norvegicus (der). Se
muestran las mediciones de cpm (media + SD, n = 2), para distintos ensayos utilizando NAD+ (64 μg/ml),
DT (a distintas concentraciones) y Emetina (10 μg/ml). Los clones fueron analizados por ANOVA de una vía
y a posteriori por un test de Dunnett seleccionando como control los ensayos de traducción sin el agregado
de ningún compuesto (control positivo de traducción, columna de la izquierda) (⁎⁎ p < 0,01; ⁎⁎⁎ p < 0,001).
4.4.2 Obtención de Factores de Elongación resistentes a la DT
El siguiente paso fue obtener factores de elongación resistentes a la toxina diftérica. De la literatura
sabíamos que, en levaduras, la mutación de la Histidina 699, blanco de la DT, a otro aminoácido
que  no permita  el  proceso  de  diftamidación,  da  lugar  a  células  viables  resistentes  a  la  toxina
(Iglewski y Lee 1983; Chen y col. 1985; Phan y col. 1993). A su vez también se ha reportado que es
posible obtener levaduras viables resistentes a DT si se afecta la función de alguna de las enzimas
necesarias  para  la  biosíntesis  de  la  diftamida  (Chen  y  col.  1985;  Ortiz  y  col.  2006).  Esta  vía
involucra diversas enzimas que se agrupan bajo el nombre “DPH” (“diftamida”, derivado del inglés
“diphtamide”), las cuales actúan secuencialmente para lograr la modificación de la Histidina del
EF2 (Cuadro 4.2) (Su y col. 2013).
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Para obtener  los  EF2 resistentes  a  la  DT,  transformamos levaduras  de la  cepa  DPH2Δ con los
constructos  ScEF2-p416-GPD, TcEF2cos-p426-GPD y MmEF2-p426-GPD. Como esta cepa evita
la  biosíntesis  de  Diftamida  en uno de  sus  primeros  pasos,  los  EF2 producidos  de esta  manera
mantendrían la Histidina como tal, en el ápice del dominio IV. De esta forma, obtuvimos extractos
de  cultivos  a  mediana  escala  de  estas  levaduras  (Figura 4.34),  los  cuales  fueron concentrados
mediante centrifugación en membranas de diálisis  AmiCon Ultra, para disminuir el volumen de
extracto a usar en los ensayos de traducción in vitro. La concentración no fue posible para el caso de
MmEF2 en el que este paso produjo la precipitación del factor.
Figura 4.34 – Obtención de los distintos EF2 en la cepa DPH2Δ. Western Blot revelado por
ECL y por TMB utilizando anticuerpos αHA, de levaduras de la cepa DPH2Δ transformadas con
ScEF2-p416-GPD (Sc), TcEF2cos-p426-GPD (Tc) y MmEF2-p426-GPD (Mm). Se sembraron
los  lisados  de  levaduras,  así  como  los  productos  del  proceso  de  concentración  utilizando
membranas de diálisis AmiCon Ultra: la fracción que fluyó a través de la membrana (FT) y la
fracción retenida (AmiCon).
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4.4.3 Efecto  de los  extractos  de  levaduras conteniendo los  EF2 sobre el
sistema de traducción in vitro
Al trabajar con extractos,  es importante descartar la posible presencia de polisomas funcionales
endógenos de levaduras, ya que no podríamos discriminar el efecto de estos del de los polisomas
purificados de distintos orígenes. Es por ello que decidimos estudiar el efecto de los extractos a
distintas concentraciones, en ensayos sin el agregado de polisomas purificados, además de ver el
efecto de la Emetina sobre los mismos (Figura 4.35). Los resultados mostraron que únicamente
para  el  caso  del  extracto  conteniendo  el  ScEF2  recombinante  existe  una  disminución
estadísticamente significativa al disminuir la concentración de extracto, así como con el agregado
de Emetina  (Figura  4.35  A),  lo  que  sería  consistente  con la  idea  de  que  el  extracto  contiene
polisomas  funcionales.  Para  los  extractos  conteniendo  el  TcEF2  y  el  MmEF2,  no  observamos
diferencias significativas en la cantidad de cpm en función de la concentración del extracto, ni por
el agregado de Emetina (Figura 4.35 B y  C, respectivamente). Sin embargo, los valores de cpm
para estos extractos fueron mayores comparados con los del ScEF2, especialmente para el caso del
TcEF2. Esto último nos indicó que los extractos presentaban un ruido de fondo variable el cual,
independientemente  de  su origen,  debíamos  tener  en cuenta  a  la  hora  de planificar  los  futuros
ensayos.
Figura 4.35 – Efecto de los extractos de levaduras sobre el sistema de traducción in vitro en ausencia de
polisomas. Ensayos de traducción in vitro en los que no se adicionaron polisomas de ninguna fuente para
evaluar la presencia de estos en los extractos de levaduras DPH2Δ transformadas con ScEF2-p416-GPD (A),
MmEF2-p426-GPD (B) y TcEF2cos-p426-GPD (C). Se muestran los valores de cpm (media + SD, n = 2)
para distintos volúmenes de extracto en la reacción, y el efecto del inhibidor Emetina en presencia de 12,5 μl
de extracto. Los resultados fueron analizados por ANOVA de una vía y un test de Dunnett  a posteriori
seleccionando como control los ensayos con Emetina, respectivo a cada grupo (◆◆ p < 0,01).
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4.4.4 Ensayos de traducción in vitro
Decidimos entonces  poner a prueba el  sistema de traducción  in vitro  utilizando los factores de
elongación con sus respectivos polisomas, esto es el MmEF2 con polisomas de R. norvegicus, y el
TcEF2 con polisomas de  T.  cruzi.  Como en el  ensayo anterior  vimos que las  cpm basales  son
diferentes  dependiendo del  tipo  y volumen  de extracto  utilizado,  consideramos  cada  punto  del
ensayo  como  un  experimento  independiente  y  con  controles  propios,  y  utilizamos  el  mismo
volumen de extracto en el ensayo con la DT para el control positivo, y para el control negativo con
Emetina (Figura 4.36). En los ensayos, observamos que el TcEF2 rescató la funcionalidad de los
polisomas de T. cruzi en presencia de la DT (Figura 4.36 B), recuperando entre un 65-80% de las
cpm. Sin embargo no fue este el caso para el extracto conteniendo el MmEF2 en los polisomas de
R. norvegicus (Figura 4.36 A), donde ocurrió un “aplanamiento” de los valores de cpm medidos, no
pudiendo observarse una diferencia significativa ni siquiera entre los controles positivo y negativo
de inhibición.
Figura 4.36 – Efecto de extractos conteniendo MmEF2 y TcEF2 recombinantes sobre la elongación en
ensayos de traducción  in vitro. Ensayos de traducción  in  vitro utilizando polisomas purificados de  R.
norvegicus incubados  con  extractos  de  levaduras  conteniendo  MmEF2  (A),  y  polisomas  de  T.  cruzi
incubados con extractos conteniendo TcEF2 (B). Los extractos se utilizaron en todos los puntos del ensayo
(medidas en μg de proteína). Se muestran las mediciones de cpm (media + SD, n = 2). Los valores fueron
analizadas por ANOVA de una vía y a posteriori por dos test de Dunnett, en uno seleccionamos como control
los ensayos de traducción sin el agregado de ningún compuesto (control positivo de traducción, columna de
la izquerda) (⁎⁎ p < 0,01), y en otro seleccionamos como control los ensayos conteniendo emetina (control
negativo de traducción, columna de la derecha) (◆ p < 0,05; ◆◆ p < 0,01).
Finalmente  evaluamos  el  efecto  de  los  extractos  conteniendo  el  TcEF2  y  el  ScEF2  sobre  los
polisomas de  R. norvegicus  (Figura 4.37).  En estos ensayos, el  extracto conteniendo el  ScEF2
Resultados / 117
recombinante no rescató la traducción del efecto de la  DT (Figura 4.37 A),  si  no que produjo
resultados similares a los observados con el extracto conteniendo el MmEF2 en el experimento
anterior. Sin embargo, el extracto conteniendo TcEF2 sí produjo un rescate de la traducción en los
polisomas de R. norvegicus de aproximadamente un 80% (Figura 4.37 B).
Figura 4.37 – Efecto de extractos  conteniendo ScEF2 y TcEF2 recombinantes sobre la
elongación en polisomas de R. norvegicus. Ensayos de traducción in vitro utilizando polisomas
purificados de R. norvegicus incubados con 40 μg de extractos de levaduras conteniendo ScEF2
(A) o TcEF2 (B). Se muestran las mediciones de cpm (media + SD, n = 2). Los valores fueron
analizadas por ANOVA y  a posteriori por dos test de Dunnett,  en uno seleccionamos como
control los ensayos de traducción sin el agregado de ningún compuesto (control positivo de
traducción, columna de la izquerda) (⁎⁎⁎ p < 0,001), y en otro seleccionamos como control los
ensayos conteniendo emetina (control negativo de traducción, columna de la derecha) (◆◆◆ p <
0,001).
Esta  serie  de  resultados  indicarían  que  el  TcEF2  complementa  la  función  de  polisomas  de  R.
norvegicus, al menos en las condiciones  in vitro ensayadas. Sin embargo, es importante destacar
que, al tratarse de extractos, es difícil separar el efecto de la proteína recombinante respecto del
resto del  contenido celular  extraído,  especialmente  teniendo en cuenta  que no pudo medirse el
efecto de los extractos conteniendo ScEF2 y MmEF2. Es por esto que decidimos purificar los EF2
de los extractos de levaduras.
4.4.5 Expresión y purificación de Factores de Elongación recombinantes
En trabajos previos del laboratorio habíamos observado que la producción del TcEF2 en un sistema
procariota  no  permitía  la  obtención  del  factor  en  forma  soluble,  por  lo  que  era  necesaria  su
purificación  desde cuerpos de inclusión y su posterior  renaturalización mediante  un proceso de
diálisis sucesivas en soluciones con concentraciones decrecientes de Urea  (Smulski y col. 2011).
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Siendo las levaduras organismos eucariotas, y ya que contábamos con dos sistemas de expresión,
uno inducible de la mano del plásmido pYes2.1/V5-His-TOPO, y el otro constitutivo gracias a los
vectores p4X6-GPD, decidimos producir los distintos EF2 en S, cerevisiae.
Realizamos una producción a mediana escala de TcEF2cos, la cual purificamos en una columna de
Ni-Sepharose (Figura 4.38). Las distintas fracciones obtenidas fueron analizadas por Western Blot
para detectar la presencia del TcEF2cos a través del reconocimiento de la marca V5 (Figura 4.38
A). El proceso nos permitió la recuperación de una fracción enriquecida de TcEF2cos, no pudiendo
obtener la proteína en alto grado de pureza, debido a la presencia de una proteína contaminante de
aproximadamente 30 kDa, la cual también eluyó de la columna con el agregado de 100 mM de
Imidazol.
Figura 4.38 – Producción de TcEF2cos a mediana escala en la cepa DPH2Δ.  A) Superposición de la
misma membrana teñida con Rojo ponceau S y revelada por Western Blot con el reactivo ECL, de muestras
de las distintas fracciones obtenidas del proceso de purificación. pllt: pellet; lis: lisado; FT: lisado luego de
pasar por la columna (del inglés “Flow Through”); W1-4: lavados 1 a 4 (del inglés “wash”); E1-2: eluciones
1  y  2.  B) Análisis  del  precipitado  encontrado  luego  de  dializar  las  eluciones.  Sn:  sobrenadante;  Ppt:
precipitado.  El  seguimiento de la purificación mediante la reacción de  Bradford  puede observarse en el
Anexo (Figura A.5).
Los eluidos fueron luego dializados para eliminar el Imidazol y agentes oxidantes. Tras este proceso
detectamos la presencia de un precipitado, por lo que decidimos realizar un nuevo Western Blot para
identificar la naturaleza del mismo. El ensayo mostró que el sobrenadante había sido empobrecido
de TcEF2, ya que el factor se encontraba formando parte del precipitado (Figura 4.38 B).
Para comprobar que la presencia del contaminante de ~30 kDa no fuera producto específico de la
cepa DPH2Δ, realizamos una producción a mediana escala en cepas de levaduras utilizadas para las
producción  de  proteínas  DBYHLU y  Pep4ΔHLU.  Esta  última  cepa  tiene  silenciado  el  gen  para  la
peptidasa  Pep4,  lo  que mejora  la  producción proteica a  través  de la  disminución general  de la
proteólisis.  Transformamos  las  cepas  con el  constructo  TcEF2-pYes2.1  para  poder  controlar  el
momento de inducción, y repetimos la purificación con columna de Ni-sepharose. Sin embargo la
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proteína contaminante siguió eluyendo en grandes cantidades en estas pruebas (Figura 4.39).
Figura 4.39 – Contenido proteico de las fracciones de purificación por Ni-sepharose en las
cepas  DBYHLU y  Pep4ΔHLU. Tinción  con  Azul  de  Coomasie del  SDS-PAGE  de  las
fracciones  obtenidas  mediante  el  proceso de producción de proteínas  a  mediana escala  con
columna  de  Ni-Sepharose, aplicado  sobre  extractos  de  levaduras  de  las  cepas  DBYHLU y
Pep4ΔHLU sin  transformar.  FT:  lisado  luego  de  pasar  por  la  columna  (del  inglés  “Flow
Through”); W1-2: lavado 1-2; E1: eluido 1.
Estos resultados indican que la proteína de ~30 kDa forma parte de las cepas de levaduras, por lo
que no alcanzaría con cambiarlas por otras para obtener proteínas recombinantes de mayor pureza,
si no que necesitaríamos modificar el protocolo de purificación, o la marca utilizada para purificar
los EF2.
4.4.6 Interacción entre el EF2 y el ribosoma
Para estudiar la existencia de algún soporte estructural que justifique la complementación de los
polisomas  de  R.  norvegicus  por  el  TcEF2,  decidimos  recurrir  a  las  estructuras  reportadas  de
ribosomas conteniendo el  EF2. De la  Tabla 4.3 tenemos 4 estructuras de ribosomas completos
conteniendo el EF2, de cuatro especies:  S. cerevisiae,  S. scrofa,  D. melanogaster  y H. sapiens. Si
bien ninguna es de rata o ratón, los factores de cerdo y humano presentan una similitud del 99,65%
con el RnEF2 (Anexo, Tabla A.2). De entre estos dos, elegimos el modelo de S. scrofa (3J7P) por
presentar la mejor resolución: 3,5 Å contra 5,0 Å del de H. sapiens.
En primer lugar, para encontrar los interactuantes del ScEF2, buscamos todos los aminoácidos y
bases a 6 Å del factor. Así encontramos cinco proteínas: S23 y S30 de la subunidad menor, L9, L12
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y P0 de la subunidad mayor; y dos ARNr: el 18S de la subunidad menor y el 28S de la subunidad
mayor (Figura 4.40).
Todas las proteínas y ARNr tienen sus ortólogos en tripanosomátidos, roedores y levaduras, pero el
ARNr 28S en tripanosomátidos presenta la particularidad de que está dividido en seis fragmentos,
de  los  cuales  participan  de  las  interacciones  el  α,  β  y  δ.  Del  28Sα,  la  región  que  interactúa
corresponde al thiostrepton loop, mientras que del 28Sδ es el sarcin ricin loop. Entre las proteínas,
la que establece menos contactos es la S30, la cual sólo establece una única unión hidrofóbica con
el SsEF2. En el  otro extremo,  11 residuos de P0 forman 2 puentes  de hidrógeno y 15 enlaces
hidrofóbicos con el factor. Respecto de los otros EF2 de vertebrados, todos los sitios que participan
formando enlaces,  tanto en el  factor  como en sus interactuantes,  están conservados también en
MmEF2, RnEF2 y HsEF2.
Al analizar  los  enlaces  formados  entre  el  SsEF2 y sus  interactuantes,  encontramos  en  total  16
puentes  de  hidrógeno,  involucrando  16  residuos  del  SsEF2  y  7  residuos  y  8  bases  de  sus
interactuantes; y 70 enlaces hidrofóbicos, generados entre 53 residuos del SsEF2 y 26 residuos y 17
bases de sus interactuantes. Al comparar el SsEF2 con el TcEF2, observamos que se mantienen 37
de los 53 sitios de interacción (~70%) en el factor de T. cruzi, donde 9 de 16 (~56%) establecerían
puentes  de  hidrógeno.  Por  su  parte,  las  proteínas  y  ARNr ortólogos  en  T.  cruzi presentan,  en
conjunto,  una  mayor  conservación  en  los  sitios  de  unión,  manteniendo  idénticas  36  de  las  43
posiciones (~84%) que interactúan con el factor, con 13 de los 15 residuos y bases (~87%) que
forman puentes de hidrógeno.
Es interesante destacar que del SsEF2 participan residuos ubicados en el G1 y G2, además de 4
aminoácidos  metilables,  incluyendo  ambas  Lisinas,  todos  residuos  mantenidos  en  los  EF2  de
tripanosomátidos.
◄Figura 4.40 – Interacciones entre el EF2 y estructuras ribosomales. En la esquina superior izquierda se
muestra el EF2 de Sus scrofa (como representación de lazos en color gris), y los componentes ribosomales
con los que interactúa: las proteínas ribosomales de la subunidad mayor L9, L12 y P0, y las de la subunidad
menor S23 y S30 (representadas como superficies en tonos de verde), y los ARNr 18S y 28S (cintas azules y
celestes, respectivamente), de los que se muestran sólo los bucles que contactan el SsEF2. En el modelo del
SsEF2 se marcan en rojo los residuos que establecen puentes de hidrógeno, y en amarillo los que establecen
únicamente enlaces hidrofóbicos, con sus interactuantes. La imagen fue construida a partir de la estructura
3J7P (Tabla 4.3). Se muestran también las porciones de los alineamientos de las proteínas y ARNr de  T.
cruzi,  T. brucei,  L. major y S. scrofa, que contienen los residuos que participan de uniones por puentes de
hidrógeno (rojo),  o  hidrofóbicos  (amarillo).  En las  secuencias  se  indican  en gris  los  sitios  conservados
respecto de  S. scrofa, y en celeste en los EF2, los sitios de metilación. Del EF2 se indican sus dominios
estructurales (de acuerdo al esquema de colores presentado en la  Figura 1.9). También se indican en el
ARNr 28S el thiostrepton loop (tsl) y el sarcin ricin loop (srl), tanto en el alineamiento como en el modelo.
De los EF2 se muestran las posiciones de G1, G2 y G4 en los alineamientos. En el Anexo puede encontrarse
más información sobre las secuencias utilizadas (Tabla A.6).
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5. Discusión
5.1 Estructura de TcEF2
El  modelo  tridimensional  del  TcEF2  construido  en  el  presente  trabajo  supone  una  mejora  del
generado  anteriormente  utilizando  el  servicio  de  modelado  automático  Phyre2  (Smulski  y  col.
2011), lo que se evidencia por los mejores valores para los distintos índices de calidad evaluados
(Tabla 5.1). El modelado del Switch I, la región en el dominio I que contiene el motivo G2 y que
presentaba una región de ~15 aminoácidos sin estructura resualta (Figuras 4.7 y  4.8), supuso un
desafío extra, ya que las capacidades de modelado  ab initio  de MODELLER son limitadas y no
permiten reconstruir una región de esa extensión. Además existen pocos templados disponibles para
esta región, siendo el EF-Tu de T. aquaticus una de las pocas GTPasas de las que se ha determinado
la estructura del Switch I tanto en su conformación unida a GTP como GDP (Polekhina y col. 1996).
Tabla  5.1  –  Comparación  de  modelos  del  TcEF2. Resultados  del  análisis  de  calidad
estructural de los modelos de TcEF2 generados en el presente trabajo y en el trabajo de Smulski
y col. (2011).
Del modelado de la estructura del TcEF2 observamos que se mantienen los seis dominios típicos de
los  EF2 eucariotas,  además de  la  mayoría  de  los  residuos con importancia  funcional  reportada
(Figura 4.11). Sin embargo, una de las diferencias que podría ser considerada de importancia, es la
ausencia de una de las Treoninas fosforilables en el dominio I (más precisamente en el  Switch I),
que controlan la inactivación del factor. La sustitución de este residuo por una Metionina, es común
a  todos  los  tripanosomátidos  estudiados,  lo  que  podría  sugerir  que  el  control  del  EF2  por
fosforilación  en  parásitos  difiere  del  de  otros  eucariotas  como mamíferos  y  levaduras.  Esto  es
avalado por la observación que en levaduras ninguna de las Treoninas es esencial para su viabilidad
(Bartish y col. 2007). Otra característica distintiva del Switch I de tripanosomátidos es la Lisina en
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posición 54, la cual podría estar cumpliendo la función de la Tirosina en posición 47 en el EF-Tu de
T. aquaticus, formando un puente de hidrógeno con el fosfato-α del GTP/GDP (Figura 4.13). Esta
diferencia es interesante porque los EF2 de S. cerevisiae y A. thaliana no formarían este enlace, por
presentar ambos en esa posición una Alanina y una Valina, respectivamente, ambos aminoácidos
pequeños e hidrofóbicos (Figura 5.1). Para el caso de los EF2 de mamíferos, en esa posición hay
una Treonina, cuya cadena lateral puede formar puentes de hidrógeno, pero es mucho más corta que
las de la Tirosina o la Lisina (Figura 5.1).
   
Tanto en el TcEF2 como en el ScEF2, un cuarto de la proteína está estructurada en hojas-β, y el
resto de la molécula se reparte a partes iguales entre α-hélices y bucles (Figura 5.2 A). A su vez en
ambos factores un poco más de la mitad de los residuos se encuentran enterrados (Figura 5.2 B), y
esta proporción se mantiene para los residuos que forman α-hélices, pero la distribución no es la
misma para las otras estructuras secundarias, donde en los bucles un poco más del 50% de los
residuos exponen sus cadenas laterales al solvente, mientras que en las hojas-β más de tres cuartas
partes de los mismos se encuentran enterrados (Figura 5.2 A), estando sub-representado este tipo de
estructura en los residuos expuestos a solvente (Figura 5.2 B). La semejanza entre los porcentajes
de estructura secundaria y exposición a solvente entre estos factores era esperable, ya que el modelo
de TcEF2 está basado principalmente en el cristal 1N0V. Al determinar los porcentajes de similitud
entre las secuencias del TcEF2 y el ScEF2 en relación a la estructura secundaria o la exposición a
solvente (Figura 5.2 C), encontramos un mayor grado de conservación en los residuos enterrados y
los  que  forman  hojas-β.  Esto  está  en  concordancia  con  lo  observado  para  la  mayoría  de  las
proteínas,  donde  el  núcleo  hidrofóbico,  en  general  más  abundante  en  hojas-β,  presenta  más
restricciones a la incorporación de cambios aminoacídicos, por lo que en general las variaciones
tienden a acumularse en la superficie (Guo y col. 2004; Tokuriki y col. 2008).
Figura 5.1 – Alineamiento de secuencias 
de la región Switch I. Se muestran el G2 
(gris) y las Treoninas fosforilables (verde), 
así como el Ácido Aspártico que estabiliza 
el ión magnesio a través de un puente de 
agua y la Tirosina que estabiliza el ión 
magnesio en el EF-Tu procariotra, la cual 
podría estar siendo reemplazada en 
tripanosomátidos por una Lisina (rojo). Las 
posiciones sobre las flechas corresponden a 
las del factor de T. cruzi.
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Figura 5.2 – Estructura secundaria y exposición al solvente de los EF2 de S. cerevisiae y T. cruzi. A)
Porcentaje de residuos que forman las distintas estructuras secundarias en el modelo del TcEF2 y el cristal
del ScEF2 (1N0U) (parte superior de cada barra).  Para cada tipo de estructura secundaria se indican los
porcentajes de residuos enterrados y expuestos (parte inferior de cada barra).  B)  Porcentaje de residuos
enterrados y expuestos en el modelo del TcEF2 y el cristal del ScEF2 (1N0U) (parte superior de cada barra).
Para cada grupo de exposición a solvente se indican los porcentajes de residuos que forman las distintas
estructura secundaria (parte inferior de cada barra). C) Porcentaje de similitud entre los residuos del TcEF2 y
el ScEF2 agrupados según la estructura secundaria y la exposición al solvente (SAS).
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5.2 El TcEF2 en las distintas UDT
En el presente trabajo obtuvimos secuencias para el TcEF2 de las UDT I a V. Todas estas secuencias
suponen aportes originales, ya que fueron obtenidas de cepas distintas a las disponibles en bases de
datos. Más aún, las secuencias del TcEF2 de las cepas M5631_cl5 y CanIII_cl1 son las primeras
reportadas para las UDT III y IV, respectivamente.
Al alinear y comparar las secuencias observamos que las generadas en el presente trabajo para las
UDT que habían  sido  secuenciadass  con anterioridad,  agruparon con estas (Figura 4.4 y  4.5).
Encontramos en total 35 sitios polimórficos, con sólo dos variantes de base por sitio. Para el sitio en
la posición 15 no podemos asegurar esto, ya que el primer utilizado para clonar los genes hibridiza
con esta región, sin embargo, en bases de datos también hallamos sólo dos variantes de bases. La
mayoría de estas variantes son transiciones y afectan a la tercera posición del codón, dando lugar a
cambios  sinónimos,  lo  que  es  consistente  con  las  tasas  de  reemplazo  esperadas  para  genes
codificantes (Kimura 1980; Durrett 2002).
En el árbol filogenético construido para todas los TcEF2 en las distintas cepas de T. cruzi (Figura
4.4), el agrupamiento de las secuencias es consistente con la historia evolutiva de las distintas UDT
(Cuadro 1.1). Las secuencias de cepas pertenecientes a la UDT II ocupan una posición basal, más
cercana a la secuencia ancestral inferida y la del TcmEF2. Por su parte, que los TcEF2 de la UDT III
y la UDT IV sean tan cercanos no es una sorpresa, ya que en modelos filogenéticos anteriores al de
Tomasini  y Diosque (2015), estas UDT eran consideradas fruto de otro evento de hibridización
entre las UDT I y II (Westenberger y col. 2005). Este árbol presenta muy buen soporte estadístico,
siendo el clado con menor bootstrap el que agrupa las UDT V y VI con la UDT  (BS = 75). Esto
último es esperable,  debido que todos los modelos filogenéticos publicados proponen un origen
híbrido de las UDT V y VI, fruto de un evento de hibridización entre las UDT II y III (Westenberger
y col. 2005; De Freitas y col. 2006; Tomasini y Diosque 2015), y el modelo dicotómico no permite
representar esta relación. Por esta razón es que no fue posible analizar el orden de surgimiento de
las mutaciones en los TcEF2 de estas UDT (Figura 4.17).
La relación entre el efecto de sustituciones sobre la estabilidad de una proteína y su efecto sobre la
funcionalidad de la misma es algo que ha sido muy estudiado en los últimos años, especialmente en
el campo de la salud humana (Pey y col. 2007; Worth y col. 2011; Stefl y col. 2013), pero también
para conocer la relación co-evolutiva entre mutaciones que aumentan la robustez de una proteína y
aquellas que tienen un efecto epistático negativo  (Bershtein y col. 2006; Tokuriki y Tawfik 2009;
Rallapalli  y  col.  2014).  El  análisis  realizado  en  el  presente  trabajo  sugiere  que  los  cambios
observados en la secuencia aminoacídica del TcEF2, los cuales ocurren a lo largo de la filogenia de
las distintas UDT, son mayormente sustituciones “seguras”: esto es, las sustituciones no implican
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grandes cambios  en los tamaños de las cadenas  laterales  ni en sus propiedades  físico-químicas
(Figura  4.15,  Tabla  5.2)  (Bordo  y  Argos  1991;  Rogov  y  Nekrasov  2001).  Sin  embargo,  las
predicciones de los valores de ΔΔG mostraron un aumento fuerte de la estabilidad para casi todas
las UDT respecto de la secuencia ancestral inferida, con excepción del TcEF2 de las UDT III y IV,
el cual se mantuvo sin cambios (Figura 4.17).
Tabla 5.2 - Variaciones del TcEF2 en las distintas UDT. Para cada posición en el TcEF2 con
variantes en las distintas cepas estudiadas, se indican los aminoácidos encontrados, una breve
descripción de su polaridad,  su  superficie total  (Miller  y col.  1987), el  valor calculado de
superficie accesible a solvente (SAS) y en qué tipo de estructura secundaria se encuentra.
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Es  interesante  notar  que  los  cambios  que  esperábamos  tuvieran  un  efecto  significativo  en  la
estructura  o  función  del  EF2  por  ser  no-conservativos  (en  negritas  en  la  Figura  4.15),  no
presentaron efectos de gran magnitud en los valores predichos de  ΔΔG (Figura 4.17):
● La sustitución S246N implica el cambio entre dos aminoácidos polares no cargados, donde
la Asparagina tiene un mayor tamaño que la Serina (posición 246 en la  Tabla 5.3).  Sin
embargo, tiene un efecto levemente estabilizante (ΔΔG = -0,55 kcal/mol), en parte debido a
la formación de un mayor número de puentes de hidrógeno (4 en la Asparagina, contra 3 en
la Serina) (Figura 5.3);
Figura 5.3 – Variantes para la posición 246 en el TcEF2.  Se muestra el detalle de la
estructura del TcEF2 para la variante S246N (naranja, Serina a la izquierda y Asparagina
a la derecha), indicando únicamente las cadenas laterales de los aminoácidos entre los que
se forman puentes de hidrógeno (rojo). La S246 establece tres puentes de Hidrógeno, y la
N246 forma 4. De estos se mantienen los formados con la Alanina (en posición 270) y la
Lisina (257)  para  ambas variantes;  la  Serina (246)  establece un puente  con el  Ácido
aspártico (245); y la Asparagina (246) forma uno con la Arginina (241) y otro con el
Triptófano (243).
● La sustitución V367A tiene un efecto neutro sobre la estabilidad del TcEF2 (ΔΔG = -0,09
kcal/mol) e implica un cambio entre dos aminoácidos hidrofóbicos, con una reducción del
tamaño de la cadena lateral (posición 367 en la Tabla 5.2) y, si bien no pertenecen al mismo
grupo de similitud, es un cambio aceptable cuando el residuo se encuentra enterrado, que es
el caso para la posición 367 en el TcEF2 (SASV367 = 0,234, SASA367 = 0,2);
● La  posición  749  es  la  más  variable  de  las  estudiadas,  cambiando  desde  la  Glicina
hidrofóbica y de tamaño pequeño en la secuencia ancestral inferida (también presente en las
UDT II, III y IV), a residuos de mayor tamaño y polares, una Serina en la UDT I y VI
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(Tula_cl2), una Asparagina en las UDT V y VI (CL Brener), e incluso a un Ácido aspártico,
un residuo polar y cargado negativamente (posición 749 en la Tabla 5.2), en la UDT VI (CL
Brener). Sin embargo, todos los TcEF2 conteniendo estos cambios presentaron un aumento
en la estabilidad, lo que es probablemente debido a que esta posición se encuentra en una α-
hélice,  exponiendo la cadena lateral  al  solvente,  por lo  que un aumento  en la polaridad
produciría un aumento en la estabilidad.
La posición 360 es la segunda con más variantes,  y si bien las sustituciones que ocurren en la
misma no fueron inicialmente consideradas como significativas, por pertenecer la Serina, Glicina y
Alanina al mismo grupo de similitud, estas sustituciones fueron las responsables de los mayores
cambios en la estabilidad del TcEF2 (Figura 4.17). De estas sustituciones, la S360G es la primera
en ser introducida en el linaje que da origen a las distintas UDT de T. cruzi, y genera un cambio
altamente estabilizante (ΔΔG = -1,95 kcal/mol). Esta reducción en la energía libre de Gibbs ocurre
pese a la pérdida de un puente de hidrógeno (Figura 5.4), y es mayormente debida a que la Glicina,
que es hidrofóbica, queda enterrada (posición 360 en la Tabla 5.2).
Figura 5.4 – Sustitución S360G. Se  muestra el  detalle  de la estructura  del  TcEF2 para la
variante S360G (naranja, Serina a la izquierda y Glicina a la derecha), mostrando las cadenas
laterales únicamente de los aminoácidos entre los que se forman puentes de hidrógeno (rojo). El
número de estos enlaces que se establecen varían, formándose 2 para la S360 y uno para la
G360. De estos se mantiene el formado con el Ácido aspártico (en posición 363); la Serina
(360) además establece un puente con la Serina (359).
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La otra sustitución en la posición 360 es particularmente interesante, porque forma parte de las dos
que dan origen al TcEF2 de las UDT III y IV (Figura 5.5). Este proceso implicó la adquisición de
dos sustituciones, una con un efecto neutro sobre la estabilidad del TcEF2 (I419G, ΔΔG = -0,09
kcal/mol), y otra altamente desestabilizante (S360G, ΔΔG = 3,14 kcal/mol). Lo que es interesante
es que el efecto acumulativo de estos cambios en el TcEF2 (3,14 kcal/mol – 0,09 kcal/mol = 3,05
kcal/mol),  debería haber generado un efecto desestabilizante en el factor respecto de la secuencia
ancestral inferida (3,05 kcal/mol – 2,04 kcal/mol = 1,01 kcal/mol). Sin embargo esto no es lo que
observamos  en  las  UDT III  y  IV,  donde el  cambio  total  tiene  un  efecto  neutro  (ΔΔG = -0,33
kcal/mol). Esto quiere decir que la adquisición de la segunda sustitución debería generar un cambio
de ΔG diferente al calculado por separado, ya sea un efecto menos desestabilizante en el cambio
G360A (flecha roja en la Figura 5.5), o estabilizante en V367A (flecha azul en la Figura 5.5). En
otras palabras, esto significa que el cambio a Alanina en la posición 367 podría haberse fijado por
su capacidad de preservar la estabilidad global, o bien podría haber ocurrido antes, permitiendo la
posterior incorporación del cambio desestabilizante (Tokuriki y Tawfik 2009; Studer y col. 2013).
La información de la que disponemos no nos permite dilucidar el orden de estos cambios.
Figura 5.5 – Variaciones del TcEF2 en las 
UDT III y IV. Se muestran las posiciones 
variables en la secuencia aminoacídica del 
TcEF2 en distintas UDT, marcando en gris 
aquellos cambios respecto de la secuencia 
ancestral inferida (Ancestro). En cada serie de 
cambios (flechas) se indica la sustitución y el 
valor de ΔΔG (kcal/mol) y el ícono indicando 
a qué categoría de estabilidad corresponde 
(siguiendo el criterio de clasificación 
mostrado en la Figura 4.16). Los valores de 
ΔΔG que no se encuentran entre paréntesis 
corresponden a los calculados con FoldX, 
mientras que los otros fueron obtenidos 
realizando la suma algebraica de los primeros.
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Si analizamos las variaciones en las secuencias de la UDT V y VI, vemos que el TcEF2 de la cepa
Tula_cl2 (UDT VItula) es el que presenta mayor similitud con las de las UDT II y III/IV (Figura
5.5), y que serían necesarios más cambios para explicar el paso desde la UDT III/IV a la UDT
VItula (4 cambios), que desde la UDT II (3 cambios). Las secuencias de las que disponemos no son
suficientes para inferir el orden de aparición de todos los cambios observados en las UDT V y VI,
siendo probable la  existencia  de una variante  del  TcEF2 anterior  a  la  de la  cepa Tula_cl2  que
contuviera el cambio S246N (ΔΔG = -0,55 kcal/mol → levemente estabilizante), exclusivo de las
UDT V y VI, junto a otros que quizás permitirían dilucidar mejor el origen de estos genes como
derivados de la UDT II o de las UDT III/IV. Respecto del orden de aparición de las variaciones que
dieron lugar a las secuencias del TcEF2 en la cepa CL Brener (UDT VIa/b) y TEV41 (V), las
secuencias de ADN muestran mayor identidad entre el TcEF2 de la cepa Tula_cl2 y CL Brener “A”
(Tabla  4.2 y  Figura  4.4),  lo  que  apoya  un  modelo  de  adquisición  de  cambios  levemente
estabilizantes  (flechas azules  en la  Figura 5.6),  contra uno que implicaría  la adquisición de un
cambio estabilizante seguido de uno levemente desestabilizante (flechas rojas en la Figura 5.6). En
el paso desde Tula_cl2 a CL Brener “A” también existiría un punto intermedio en el que se habría
incorporado el cambio M744V (ΔΔG = -0,95 kcal/mol → estabilizante).
Figura 5.6 – Origen y variaciones del TcEF2
en las UDT V y VI. Se muestran las posiciones
variables  en  la  secuencia  aminoacídica  del
TcEF2  en  distintas  UDT,  marcando  en  gris
aquellos  cambios  respecto  de  la  secuencia
ancestral  inferida.  En  cada  serie  de  cambios
(flechas) se indica el valor de ΔΔG (kcal/mol)
y  el  ícono  indicando  a  qué  categoría  de
estabilidad  corresponde  (siguiendo  el  criterio
de clasificación mostrado en la Figura 4.16).
La probabilidad  de  que se fijen  mutaciones  en la  secuencia  codificante  de un gen depende de
múltiples factores, entre los que se encuentra el efecto que pudieran tener estos cambios sobre la
estabilidad de la proteína codificada  (Studer y col. 2013). En el presente trabajo,  a través de la
reconstrucción de las secuencias ancestrales del TcEF2 para las distintas UDT y el análisis in silico
del efecto de las sustituciones encontradas sobre la estabilidad del mismo, pudimos seguir, al menos
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en parte, la trayectoria evolutiva del factor. Lo que encontramos fue el surgimiento temprano de una
sustitución altamente estabilizante, la cual probablemente generó un margen para la incorporación
de nuevos cambios, los cuales en su mayoría llevaron a estabilizar aún más la proteína.
5.3 Ensayos de complementación en levaduras
El sistema de complementación  in vivo  en  S. cerevisiae supone una herramienta de gran utilidad
para  realizar  pruebas  funcionales  de  proteínas.  En  este  trabajo,  realizamos  ensayos  de
complementación con dos EF2:  el  TcEF2 y el  MmEF2,  para los cuales  no existía  información
previa  reportada  en  la  bibliografía.  En  ninguno  de  los  ensayos  observamos  el  rescate  del
crecimiento en levaduras por parte de los EF2 heterólogos. Sin embargo esto no pudo ser atribuido
a una ausencia de similitud funcional del ScEF2, por las razones que se exponen a continuación.
Uno de los principales problemas que encontramos fue la imposibilidad de expresar los EF2 de T.
cruzi  y  M. musculus a  niveles  similares  al  observado para  el  ScEF2.  Esta  limitación  persistió
incluso luego de adaptar los codones del gen del TcEF2 para su expresión en S. cerevisiae. Se ha
reportado que los niveles  de expresión del  factor en levaduras son controlados de manera muy
estricta,  al  punto de que no es posible sobre-expresar de manera sostenida el  ScEF2 utilizando
promotores fuertes, y la evidencia sugiere que el control de los niveles de expresión del factor en
levaduras  sería  post-transcripcional  e  independiente  de  la  degradación  por  proteasoma  (Ortiz  y
Kinzy 2005). Esto explicaría por qué no observamos una diferencia entre los niveles de expresión
del ScEF2 al estar bajo el promotor TEF5 o el GPD (Figura 4.31), pese a que el promotor GPD
induce una expresión del doble que TEF5 para otras proteínas (Cuadro 3.1).
En nuestros ensayos expresamos los factores desde plásmidos con el mismo origen de replicación y
bajo los mismos promotores y terminadores, por lo cual, la baja expresión del TcEF2 y MmEF2 no
puede ser atribuida a una menor síntesis de ARNm. Una posibilidad sería que el ARNm de los EF2
heterólogos tuvieran una menor estabilidad y vida media, o que su salida al citoplasma a través del
poro nuclear fuera menos eficiente. Un aumento en la degradación de la proteína tampoco pareciera
ser el motivo, ya que la disminución en la masa de la banda del peso esperado para el TcEF2 o el
MmEF2, medidas por  Wesern Blot, no  estuvo asociada al aumento del número o la masa en las
bandas de menor peso molecular detectadas en las mismas calles del gel. Todo esto indicaría que la
diferencia  en  los  niveles  de  expresión  observados,  sería  consecuencia  de  algún  sistema  de
regulación que estaría actuando post-transcripcionalmente o durante el proceso de traducción, y que
los elementos regulatorios formarían parte de la región codificante del gen, ya que las regiones no
traducidas son idénticas entre los distintos EF2 expresados.
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En el trabajo de Ortiz y Kinzy (2005) también se observó un impacto negativo en el crecimiento de
levaduras  a  tiempos  cortos,  cuando intentaban  sobre-expresar  el  ScEF2.  En el  presente  trabajo
probablemente  también  observamos  este  comportamiento  al  estudiar  el  crecimiento  a  tiempos
cortos de levaduras GB2 transformadas con el constructo ScEF2-p426-GPD, donde los tiempos de
duplicación fueron mayores a los observados para levaduras transformadas con el mismo EF2 en el
plásmido p416-GPD (Figuras 4.22 y 4.26). De ser esto así, en el segundo ensayo realizado (Figura
4.26), estaríamos observando un efecto inhibitorio por parte del TcEF2 en el plásmido p426-GPD
en sus dos versiones, o al menos del TcEF2cos si comparamos los tiempos de duplicación con el
control de vector p416-GPD vacío (p < 0,001), considerando que no deberían observarse diferencias
entre los tiempos de duplicación de la levaduras transformadas con plásmidos vacíos. Debido a que
los niveles de expresión de las dos versiones de TcEF2 no alcanzan ni siquiera al del ScEF-p416-
GPD, la inhibición no sería debida al efecto de la sobre-expresión, si no que estaríamos ante un
efecto de inhibición por competencia con el ScEF2 endógeno.
5.4 Ensayos de traducción in vitro
En el presente trabajo modificamos un protocolo de traducción in vitro utilizando polisomas de T.
cruzi y R. norvegicus, en presencia de Toxina Diftérica (DT), que inhibe la función del EF2 presente
en los preparados de polisomas purificados, y como fuente de factores solubles, sobrenadante de
hígado  de  rata. A pesar  de  que  existe  mucha  evidencia  del  efecto  de  la  DT sobre  el  EF2 de
mamíferos, que hay reportes de inhibición del EF2 de T. brucei (Scory y Steverding 1997), y que
todos los genes que codifican para las enzimas encargadas de la diftamidación, DPH1-7, fueron
encontrados en los genomas de T. brucei y L. major (Mittal y col. 2013), no había evidencia directa
de  su  efecto  sobre  el  TcEF2.  Estos  resultados  nos  generaban  una  alta  confianza  del  efecto
inhibitorio de la DT en ensayos de traducción utilizando polisomas de T. cruzi, efecto que pudimos
confirmar (Figura 4.33).
El ensayo de traducción in vitro es muy sensible a la presencia de ión Sodio en los buffers, por lo
que utilizamos siempre soluciones de sales de Potasio en los ensayos. Pese a esto, los extractos de
levaduras conteniendo ScEF2 y MmEF2 tuvieron un efecto inhibitorio (Figuras 4.36 y  4.37). El
extracto  de  levaduras  conteniendo  TcEF2  rescató  la  traducción  en  los  ensayos  con  ambos
polisomas, sin embargo, al haber fallado el ensayo con extractos conteniendo ScEF2, no podemos
asegurar que el efecto observado se deba al factor de  T. cruzi dentro del extracto, especialmente
teniendo en cuenta que el mismo también contiene ScEF2 endógeno resistente a la DT.
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5.5 Producción y purificación del EF2 en levaduras
El Factor de Elongación 2 de T. cruzi fue inicialmente estudiado en el laboratorio como parte de la
caracterización de las interacciones entre las proteínas ribosomales P (Smulski y col. 2011). Para
estos ensayos el TcEF2, expresado con una marca de 6xHis, se obtuvo de cuerpos de inclusión de
bacterias E. coli, por lo que fue necesario renaturalizar el factor. Este fue uno de los motivos por los
que en el presente trabajo decidimos utilizar un modelo eucariota para continuar caracterizando el
EF2 de T. cruzi, y seleccionamos S. cerevisiae por la amplia variedad de protocolos y herramientas
disponibles  para  levaduras,  la  simplicidad  de  su  cultivo  en  el  laboratorio,  y  por  presentar  la
maquinaria de modificaciones post-traduccionales de la que carecen los organismos procariotas.
En el presente trabajo, la purificación utilizando la marca 6xHis con una columna de Ni-sepharose
no permitió la obtención de EF2 puros, ya que las fracciones eluidas presentaban diversas bandas de
tamaños  que  iban  desde  los  ~17  hasta  los  ~100  kDa  (Figuras  4.38  B y  4.39).  El  mayor
contaminante  fue  una  proteína  de  ~30  kDa,  la  cual  se  unió  a  la  columna  siguiendo  el
comportamiento  de  un  pegado  específico,  ya  que  no  se  desprendía  de  la  misma  en  grandes
cantidades durante los lavados. Este contaminante además presentó una abundancia relativa mucho
mayor que los EF2 recombinantes, por lo que probablemente redujo la cantidad del factor obtenido,
al competir por los sitios de unión en la columna. Al problema de la contaminación se sumaron el
bajo nivel de expresión del TcEF2 y el MmEF2, además de la precipitación de los factores durante
los procesos de diálisis o de concentración con columnas de diálisis AmiCon. Toda esta evidencia
sugiere  que  las  levaduras  S.  cerevisiae no  serían  un  buen  sistema  para  producir  estos  EF2s
heterólogos, donde la precipitación de los mismos indicaría que al menos una proporción de estos
presentarían un mal plegamiento.
La producción y purificación del EF2 ha sido puesta a punto en trabajos donde se determinó la
estructura del factor por cristalografía de rayos X o criomicroscopía electrónica  (Jørgensen y col.
2002; Murray y col. 2016). En estos trabajos se utilizan al menos dos pasos de purificación en
columnas  de  intercambio  iónico  y/o  de  exclusión  molecular.  Particularmente  en  el  trabajo  de
Murray y col. (2016), se introdujo un péptido de unión a calmodulina en el extremo N-terminal del
ScEF2, y utilizaron una columna de afinidad como primer paso para luego continuar la purificación
del factor intercambio iónico y filtración en gel.
En el trabajo de Jørgensen y col. (2002), sin embargo, además del método de purificación basado en
múltiples columnas, muestran un protocolo para la purificación del ScEF2, marcado con 6xHis en
su extremo C-terminal, en un solo paso utilizando una columna de Níquel, obteniendo 0,33 mg de
proteína  con buena pureza.  Nosotros  nos  basamos  en este  trabajo  para diseñar  el  protocolo  de
producción  de  EF2  recombinantes,  utilizando  buffers de  composición  muy  similar,  tanto  para
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realizar la ruptura de las levaduras, como los pasos de lavado y elusión. En esta publicación, sin
embargo, no encontraron el problema de contaminación que encontramos en el presente trabajo.
La proteína contaminante de ~30 kDa no es un producto de degradación del EF2, ya que también
fue detectada en eluidos de columnas de Ni-Sepharose incubadas con extractos de levaduras de las
cepas DBYHLU y Pep4ΔHLU sin transformar.  Tampoco pareciera ser producto del uso de distintas
cepas, ya que la utilizada por Jørgensen y col. (2002), YPH499, es derivada de la cepa S288C, al
igual que la cepa BY4741, de la cual luego derivan las cepas GB2 y DPH2Δ.
5.6 Interacciones entre el EF2 y el ribosoma
Para el estudio de las interacciones entre el TcEF2 y el ribosoma, en el presente trabajo nos basamos
en estructuras obtenidas de mamíferos, debido a que las CME de los ribosomas de  T. cruzi  y  T.
brucei no contienen el factor unido (Gao y col. 2005; Hashem y col. 2013).
Al analizar las interacciones del EF2 de cerdo (SsEF2) con el ribosoma en S. scrofa, encontramos 5
proteínas y 2 ARNr. De los ortólogos en  T. cruzi  de estas proteínas (Anexo,  Tabla A.6), ninguna
presenta segmentos expandidos, y las similitudes para las proteínas que pertenecen a la subunidad
mayor  es  del  ~65% (Tabla  5.3).  Para  las  proteínas  de  la  subunidad  menor,  S23 presenta  una
similitud del 84,6%, y S30 del 30,4% con respecto a sus ortólogas en S. scrofa en particular, y en
mamíferos en general. Sin embargo, la S30 de mamíferos presenta el doble del tamaño que las de
levaduras y parásitos; si consideramos únicamente la región cubierta, la similitud alcanza el 62,1%.
Tabla  5.3  –  Similitud  entre  las  distintas  proteínas  que  interactúan  con  EF2.  Para  las
proteínas que conforman el ribosoma de distintas especies e interactúan con el EF2, se indican
los porcentajes de similitud con las secuencias de estas mismas proteínas en T. cruzi.
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Figura 5.7 – Enlaces formados entre el EF2 y sus interactuantes en el ribosoma.  Se muestran los enlaces
por puente de hidrógeno (rojo) y las uniones hidrofóbicas (agrupadas, en tonos de amarillo), entre el EF2 y
las proteínas (A) y ARNr (B) con las que interactúa, de acuerdo a lo encontrado en la estructura del ribosoma
de S. scrofa (Voorhees y col. 2014). Para todas las secuencias se indican los residuos o bases nitrogenadas de
S. scrofa (Ss) que participan en las interacciones, y los de T. cruzi (Tc) y S. cerevisiae (Sc) que ocuparían la
misma posición espacial en base a un alineamiento de secuencias. En gris se indican los residuos o bases
idénticas a las de S. scrofa. Además, para EF2 se indican los dominios (de acuerdo al esquema de colores
presentado en la  Figura 1.9), en negritas los residuos que forman parte de las regiones G1-2, la hélice-D
(hD), y en celeste aquellos residuos que son metilables. Para el ARNr 28S se indican el  thiostrepton loop
(TSL) y al sarcin ricin loop (SRL).
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Los puentes de Hidrógeno y enlaces hidrofóbicos que se forman entre el SsEF2 y sus interactuantes
en el ribosoma, involucran a todos los dominios del factor (Figura 5.7). Desde el dominio I se
establecen enlaces con las proteínas L9 y P0. Para esta última, gran parte de los residuos con los que
contacta, del 171 al 192, pertenecen a la hélice-D, una de las cuatro α-hélices que conforman el
bolsillo de unión a GTP, y también participa un Ácido aspárico del dominio G’. La proteína S23
contacta el SsEF2 en su dominio III con el que forma 2 enlaces de hidrógeno, uno de ellos con una
de las Lysinas metilables; un Triptófano del dominio IV forma un único enlace hidrofóbico con la
proteína S30; y la L12 contacta con el dominio V del SsEF2 (Figura 5.7 A).
La región del dominio V del SsEF2 que contacta con la proteína ribosomal L12 es la región con
mayor número de diferencias a nivel de secuencias con T. cruzi y S. cerevisiae. De los tres puentes
de hidrógeno que se forman entre estas proteínas, dos lo hacen con el mismo residuo de la L12, la
Treonina (25), que está conservada en T. cruzi. Los residuos del TcEF2 que forman estos enlaces no
están conservados, pero es posible explicar los cambios como una inversión en la secuencia, la cual
es más clara en el ScEF2 que conserva la Serina y el Ácido Glutámico aunque con las posiciones
intercambiadas respecto del SsEF2. Si este fuera el caso, el cambio entre Serina y Glicina es mucho
más probable, ya que pertenecen al mismo grupo de similitud, si bien la Glicina no establecería un
enlace de hidrógeno. Para el puente de Hidrógeno que se establece entre la Glutamina (775) del
SsEF2 y la Lysina (31) de la L12, en el TcEF2 vemos una Asparagina (763), la cual no es tan
distinta de la Glutamina, ya que ambas presentan tamaños similares, y son los únicos aminoácidos
con grupos carboxiamida en sus cadenas laterales.
En cuanto a los ARNr, los dominios I y V del ScEF2 son los que principalmente interactúan con las
distintas regiones del ARNr 28S, mientras que el ARNr 18S contacta con los dominios II, III y VI;
ambos ARNr forman 4 puentes de hidrógeno con el factor (Figura 5.7 B). De los residuos del
ARNr 18S que reciben enlaces de hidrógeno, dos no están conservados en  T. cruzi, sin embargo
estos contactos se establecen con los Fosfatos del esqueleto del ARNr, y los cambios corresponden
a transiciones,  por lo que probablemente no se perderían estos enlaces.  Por el lado del EF2, la
Asparagina en la posición 673, que contacta el ARNr 18S, es una Serina en el TcEF2 (posición
661),  y  una  Histidina  en  ScEF2 (657).  Estos  residuos no pertenecen  a  grupos  de  aminoácidos
similares:  tanto  Asparagina  como  Serina  pertenecen  al  grupo  de  los  aminoácidos  polares  no
cargados, pero la Serina tiene un menor tamaño y presenta un grupo alcohol en lugar de amino. Por
su parte, la Histidina es un aminoácido cargado positivamente con una cadena lateral aromática. Sin
embargo todos pueden formar puentes de hidrógeno. De los enlaces de hidrógeno formados con el
ARNr 28S, es difícil predecir si el que une la N764 con la G1981 en S. scrofa se mantiene en T.
cruzi, ya que la Treonina (752) presente en el TcEF2 tiene menor tamaño que la Asparagina en el
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SsEF2; es interesante notar que ésta es una de las únicas dos uniones entre EF2 y ARNr donde la
cadena  lateral  del  aminoácido  no  contacta  el  esqueleto  de  fosfato  y  ribosa,  si  no  a  la  base
nitrogenada  (la  otra  es  la  que  se  forma  entre  la  R801  del  SsEF2  y  la  G4606  del  28S).
En líneas generales, la mayoría de los residuos que participan de las interacciones entre el EF2 y las
proteínas ribosomales y ARNr en el ribosoma de S. scrofa, se encuentran conservados en T. cruzi. El
TcEF2, considerando únicamente estos residuos, presenta una similitud del 83% con los EF2 de
mamíferos.  Por su lado,  las  proteínas  ribosomales  en conjunto  presentan una conservación aún
mayor, con una similitud del 96,1%, donde sólo P0 y L12 presentan diferencias. En el caso de los
ARNr observamos una elevada identidad en las bases que participan de los enlaces, del 88,2%.
Considerando que el TcEF2 tiene una similitud del 74,8% con los EF2 de los mamíferos analizados,
y los valores de las proteínas interactuantes rondan entre el 55-85%, los porcentajes de similitud de
los  residuos  que  interactúan  en  T.  cruzi muestran  un  incremento  marcado,  lo  que  podría  estar
indicando que el TcEF2 podría cumplir la función del EF2 de mamíferos.
Esto  sería  consistente  con  los  resultados  obtenidos  respecto  de  la  conservación  estructural  del
TcEF2, así como de los residuos con importancia funcional. Sin embargo, la similitud con el ScEF2
y las proteínas ribosomales y ARNr de  S. cerevisiae también son muy altas, lo que justificaría la
probable  unión  a  ribosomas  de  levaduras,  pero  no  explicaría  por  qué  observamos  un  efecto
dominante negativo en el crecimiento de levaduras y a la vez un rescate en polisomas de rata. 
Dentro  de  los  sitios  modificados  post-traduccionalmente  en  el  EF2,  las  Argininas  metilables
presentan un patrón de conservación distinto en tripanosomátidos respecto de los demás organismos
estudiados (Figura 4.11).  Si bien la  función de dichas  metilaciones  en el  EF2 aún no ha sido
dilucidada,  existe  evidencia  de  que  esta  modificación  está  involucrada  en  diversos  procesos
biológicos,  como  el  control  transcripcional,  la  reparación  del  ADN,  el  splicing  de  ARNm,  la
transducción de señales, la translocación proteica y también hay evidencia de regulación positiva y
negativa de la interacción entre algunos pares de proteínas  (compilado en Bedford y col. 2009).
Quizás la R753, conservada en mamíferos (R629) pero no en levaduras, que forma un enlace de
hidrógeno  con  el  ARNr  28S,  pueda  ser  al  menos  en  parte  responsable  de  los  resultados
experimentales observados en el presente trabajo.
6. Conclusiones
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• Estructuralmente,  el TcEF2 presenta todos los dominios de los Factores de Elongación 2
eucariotas, conservando la Histidina que es diftamidada (His703), una de las dos Treoninas
fosforilables (Thr57), las dos Lisinas metilables (Lys511 y Lys617), y 8 de las 11 Argininas
metilables.
• Tanto a nivel de secuencia de ADN como aminoacídica, los TcEF2 de las distintas UDT
estudiadas presentaron identidades mayores al 99%.
• Las variaciones en las secuencias proteicas observadas en las distintas UDT no ocurren en
ninguno de los dominios con mayor importancia funcional reportada.
• En  la  mayoría  de  las  UDT,  las  variaciones  en  la  secuencias  aminoacídicas  estudiadas
aumentan la estabilidad estructural del TcF2 respecto de la secuencia ancestral, siendo la
excepción las UDT III y IV, donde la estabilidad del factor no se ve afectada.
• En el TcEF2 de las UDT III y IV la Alanina en la posición 360 genera un cambio de ΔΔG
altamente desestabilizante, efecto que es compensado por la sustitución de otra Alanina en la
posición 367.
• La filogenia del TcEF2 es consistente con el actual modelo del origen de las distintas UDT
de T. cruzi.
• El sistema de complementación  in vivo en levaduras no resultó de utilidad para el estudio
funcional de los Factores de Elongación de T. cruzi.
• La  optimización  de  codones  del  TcEF2  para  su  expresión  en  levaduras  no  produjo  un
aumento suficiente en la masa producida como para que el mismo alcanzara los niveles del
ScEF2, sugiriendo la presencia de elementos regulatorios dentro de la secuencia codificante
del EF2 de levaduras.
• La co-expresión del TcEF2cos-p426 con el  EF2 endógeno en levaduras de la cepa GB2
produjo  un  aumento  en  el  tiempo  de  duplicación,  posiblemente  debido  a  un  efecto  de
inhibición competitiva del factor de T. cruzi.
• Al disminuir los niveles de expresión del ScEF2 a niveles comparables a los de TcEF2, ya
no fue posible complementar la función del EF2 endógeno en las levaduras.
• La toxina  diftérica  en  conjunto  con EF2 resistentes  a  su  efecto,  puede  ser  utilizada  en
ensayos de traducción in vitro para realizar ensayos de complementación funcional.
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• En ensayos preliminares de traducción in vitro, el TcEF2 rescató la traducción en polisomas
de R. norvegicus.
• No fue posible obtener EF2s recombinantes puros a partir de extractos de S. cerevisiae, al
aplicando un protocolo de purificación en un solo paso, utilizando una columna de afinidad
para la marca C-terminal 6xHis.
• Los residuos y bases que participan en la unión entre el EF2 y el ribosoma en S. scrofase se
encuentran mayormente conservados en T. cruzi.
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A. Anexos
A.1 Listado de abreviaturas
5-FOA Ácido 5-fluoro-orótico
AA-ARNt Aminoacil-ARNt
ADN Ácido desoxirribonucleico
ADNasa Desoxiribonucleasa
ADNc ADN copia
ARN Ácido ribonucleico
ARNasa Ribonucleasa
ARNm ARN mensajero
ARNt ARN de transferencia
ATP Trifosfato de adenosina (o adenosín trifosfato)
BLAST Herramienta  de  Búsqueda  por  Alineamiento  Local  Básico  (del  inglés  “Basic  Local
Alignment Search Tool”)
bp pares de bases
BS bootstrap
BSA Albúmina de Suero Bovino (del inglés “Bovine Serum Albumin”)
Cα Carbono-alfa (en un aminoácido es el carbono central al que se unen los grupos amino, ácido
y lateral)
cm centímetro(s)
cpm cuentas por minuto
C-terminal Carboxilo-terminal
DDE Diftamida
der derecha
ΔG diferencia en la energía libre de Gibbs entre los estados desorganizado y plegado de una
proteína
ΔΔG variación del valor de ΔG entre dos variantes de una misma proteína
DMSO Dimetil sulfóxido
dNTP desoxinucleótido tri-fosfato
DOnm Densidad óptica (de una solución o suspensión) medida a la longitud de onda en nanómetros
que figura en el sub-índice
DPH Sigla que designa al grupo de enzimas que participan en la síntesis de diftamida
DT Toxina Diftérica (del inglés “Diphtheria Toxin”)
DTT Ditiotreitol
164 \ Anexos
EF Factor(es) de Elongación (del inglés “Elongation Factor”)
EF1α Factor de Elongación 1 alfa (eucariota)
EF1β Factor de Elongación 1 beta (eucariota)
EF2 Factor de Elongación 2 (eucariota)
EF-G Factor de Elongación G (procariota)
EF-Tu Factor de Elongación Tu (procariota)
EF-Ts Factor de Elongación Ts (procariota)
EtOH Alcohol Etílico
Gal/Raf indica la presencia en medios de cultivos de los azúcares Galactosa y Rafinosa
GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa
GDP Difosfato de guanosina (o guanosín difosfato)
gr gramo(s)
GTP Trifosfato de guanosina (o guanosín trifosfato)
GTPasa Guanosina trifosfatasa
H2O Agua bi-destilada
H2O mQ Agua MiliQ (exa-destilada)
HA Hemaglutinina del virus de la gripe humana
h hora(s)
HRP Peroxidasa acoplada a los anticuerpos (del inglés “Horseradish Peroxidase”)
IAC Índice de Adaptación de Codones
IF Factor(es) de Iniciación (del inglés “Initiation Factor”)
IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside
izq izquierda
kb kilo pares de bases
kDa kiloDalton(s)
L litro(s)
M molar
MCS Sitio de Clonado Múltiple (del inglés “Multiple Cloning Site”)
ma millones de años
mg miligramo(s)
min minuto(s)
Mk Marcador de peso molecular (del inglés “Marker”)
ml mililitro(s)
mM milimolar
MmEF2 Factor de Elongación 2 de Mus musculus
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N normal
N-terminal Amino-terminal
NAD+ Nicotinamida adenina dinucleótido, en su forma oxidada
nm nanómetro(s)
ORF Marco Abierto de Lectura (del inglés “Open Reading Frame”)
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa (del inglés “Polymerase Chain Reaction”)
pmol picomol(es)
PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo
SDS-PAGE Electroforesis de proteínas en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes
RF Factor(es) de terminación o liberación (del inglés “Realease Factor”)
RFLP Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción (del inglés “Restriction Fragment
Lenght Polymorphism”)
RMSD Desviación de la media cuadrática (del inglés “Root Mean Square Deviation”)
RnEF2 Factor de Elongación 2 de Rattus norvegicus
rpm revoluciones por minuto
S150 Sobrenadante de hígado de rata utilizado en los ensayos de traducción in vitro
SAI Secuencia Ancestral Inferida
SAS Superficie Accesible al Solvente
SD Desvío estándar (del inglés “Standard deviation”)
seg segundo(s)
ScEF2 Factor de Elongación 2 de Saccharomyces cerevisiae
SNP Polimorfismo de Nucleótido Único (del inglés “Single Nucleotide Polymorism”)
T° temperatura
TCA Ácido tricloroacético
TcEF2 Factor de Elongación 2 de Trypanosoma cruzi
TcEF2cos TcEF2 con codones optimizados para su expresión en S. cerevisiae
U unidades  (como en U/ml); el significado de una “unidad” se define en el texto o bien, para el
caso de reactivos, en las indicaciones del fabricante
UDT Unidad(es) Discreta(s) de Tipificación
UV luz Ultravioleta
μCi micro-Curie(s)
μg microgramo(s)
μl microlitro(s)
x g fuerza centrífuga relativa que ejerce un equipo de centrifugación en funcionamiento, sobre la
parte más cercana de un tubo al centro de rotación
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A.2 Figuras
Figura A.1 – Gráfico de Ramachandran de la cadena C de 1N0V. Gráfico de Ramachandran generado
con el programa PROCHECK. Se observa el gráfico de ángulos Psi y Phi con las regiones favorecidas y
permitidas  y  todos  los  residuos  que  componen  la  estructura.  Aquellos  que  están  en  regiones  límites
(“generously allowed”) o no permitidas (“disallowed”) se muestran en rojo con el identificador de residuo.
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Figura A.2 – Gráfico de Ramachandran de la cadena D de 1N0V. Gráfico de Ramachandran generado
con el programa PROCHECK. Se observa el gráfico de ángulos Psi y Phi con las regiones favorecidas y
permitidas  y  todos  los  residuos  que  componen  la  estructura.  Aquellos  que  están  en  regiones  límites
(“generously allowed”) o no permitidas (“disallowed”) se muestran en rojo con el identificador de residuo.
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Figura A.3 – Gráfico de Ramachandran del modelo 14 de TcEF2, generado por MODELLER. Gráfico
de Ramachandran generado con el programa PROCHECK. Se observa el gráfico de ángulos Psi y Phi con las
regiones favorecidas y permitidas y todos los residuos que componen la estructura. Aquellos que están en
regiones  límites  (“generously  allowed”)  o  no  permitidas  (“disallowed”)  se  muestran  en  rojo  con  el
identificador de residuo.
Anexos / 169
Figura A.4 – Gráfico de Ramachandran del modelo reparado del TcEF2. Gráfico de Ramachandran
generado  con  el  programa  PROCHECK.  Se  observa  el  gráfico  de  ángulos  Psi  y  Phi  con  las  regiones
favorecidas y permitidas y todos los residuos que componen la estructura. Aquellos que están en regiones
límites (“generously allowed”) o no permitidas (“disallowed”) se muestran en rojo con el identificador de
residuo.
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Figura A.5 – Seguimiento de la purificación del TcEF2cos producido en la cepa DPH2Δ.  Reacción de
Bradford realizada con 10 μl del volumen de salida de la columna de Ni-Sepharose, en fracciones de 1 ml.
Los círculos rojos marcan los momentos en los que se realizaron los cambios de buffer, y las letras indican
los puntos de muestreo utilizados en el Western Blot (Figura 4.38 A), excepto para W1, W4 y E1 donde las
muestras se tomaron a partir de la unión de todas las fracciones correspondiente a la región indicada. FT:
lisado luego de pasar por la columna (del inglés “Flow Through”); W1-4: lavados 1 a 4 (del inglés “wash”);
E1-2: eluciones 1 y 2. 
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A.3 Tablas
Tabla A.1 – Secuencias de distintos EF2. Se detallan las distintas secuencias utilizadas en el  presente
trabajo. Los  identificadores (ID) de los tres kinetoplástidos corresponden a los utilizados por la base de
datos TriTryp, mientras que los demás corresponden a las bases de datos de los proyectos genoma de cada
organismo o las bases de dato de NCBI. La columna  EF2 corresponde a las abreviatura utilizadas en el
presente trabajo. Se indican el largo (bp) de la secuencia codificante de cada gen y, para aquellas secuencias
que  corresponden  a  genes  completos,  la  cantidad  de  exones (E)  y  los  pesos  moleculares (kDa).  Con
sombreado en gris se indican aquellos genes de T. cruzi que no estaban anotados o que su marco de lectura
tuvo que ser reparado.
172 \ Anexos
  
Ta
bl
a 
A
.2
 - 
Id
en
tid
ad
 y
 s
im
ili
tu
d 
en
tr
e 
la
s 
se
cu
en
ci
as
 d
e 
di
st
in
to
s 
E
F2
. E
n 
la
 ta
bl
a 
se
 in
di
ca
n 
lo
s 
po
rc
en
ta
je
s 
de
 id
en
tid
ad
 e
nt
re
 la
s 
se
cu
en
ci
as
 d
e 
A
D
N
 (m
ita
d 
su
pe
rio
r d
er
ec
ha
), 
si
m
ili
tu
d 
en
tre
 la
s 
se
cu
en
ci
as
 a
m
in
oa
cí
di
ca
s 
(m
ita
d 
in
fe
rio
r i
zq
ui
er
da
), 
y 
la
rg
o 
to
ta
l d
e 
la
s 
se
cu
en
ci
as
 (d
ia
go
na
l g
ris
) 
de
 lo
s 
di
st
in
to
s E
F2
 u
til
iz
ad
os
 e
n 
el
 p
re
se
nt
e 
tra
ba
jo
.
Anexos / 173
Tabla A.3 – Modelado del  TcEF2.  En la tabla se muestran los 30 modelos del  TcEF2 generados  con
MODELLER con sus valores de molpdf y DOPE.  En tonos de grises de más oscuro a más claro están
marcados los tres mejores modelos de acuerdo a cada sistema de puntaje. El modelo 14 (en negritas) presenta
el segundo mejor puntaje de molpdf, y el tercer mejor puntaje de DOPE.
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Tabla A.4 – Refinamiento de bucles en el modelo del TcEF2. En las tablas (A) y (B) se muestran los 10
modelos generados con MODELLER para los bucles 89-93 y 359-364, respectivamente., con los valores de
DOPE y molpdf calculados para la región de los bucles. En tonos de grises de más oscuro a más claro están
marcados los tres mejores modelos de acuerdo a cada evaluador.  A) Para el bucle 89-93 el modelo 8 (en
negritas) presenta el segundo mejor puntaje de molpdf, y el mejor puntaje de DOPE.  B) Dos modelos (en
negritas)  presentan buenos valores para el  bucle 359-364:  el modelo 3 tiene el  segundo mejor valor de
molpdf y el mejor valor de DOPE, mientras que el modelo 8 presenta el mejor valor de molpdf y el segundo
mejor valor de DOPE.  C) En la tabla se muestran los valores de DOPE y ERRAT para las estructuras
completas del TcEF2 antes y después del refinamiento de loops. En este caso, para el bucle 359-364 el valor
de ERRAT es ligeramente mejor para el modelo 3 (en negritas).
Tabla A.5 – SAS y estructura secundaria del ScEF2 y el TcEF2.  En la tabla se muestran los valores
calculados de SAS y la estructura secundaria (H: α-hélice; I: α-hélice de tipo 3; J: α-hélice de tipo 5; B: hoja-
β; c: bucle; G: giros, P: puentes-β; T: torciones) predicha para cada aminoácido del cristal 1N0V (cadena D)
del ScEF2 y el modelo del TcEF2.
La tabla puede DESCARGARSE bajo el nombre “Tabla A_5.txt”, de la siguiente dirección:
https://drive.google.com/open?id=0B5cpOGWJiJzRb1dwMHdMMWRVbEU
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A.4 Cuadros
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A.5 Secuencias
Secuencias A.1 – Secuencias del TcEF2 en las distintas UDT. Secuencias correspondientes al
TcEF2 de cepas de T. cruzi pertenecientes a distintas UDT, tanto las secuencias  disponibles en la
base de datos TriTryp como las obtenidas en el presente trabajo.
Las secuencias pueden DESCARGARSE bajo el nombre “Secuencias A_1.fasta”, de la siguiente
dirección:
https://drive.google.com/open?id=0B5cpOGWJiJzRb1dwMHdMMWRVbEU
Secuencias A.2 – Reconstrucción de las secuencias ancestrales del TcEF2 en las distintas UDT.
A) Parámetros calculados durante la selección de modelo por el software JModeltest. B) Árbol con
los 12 nodos de secuencias inferidas numerados del 25 al 36. C) Tabla con los valores de precisión
por nodo. D) Secuencias inferidas correspondientes a cada nodo.
Esta información puede  DESCARGARSE bajo el nombre “Secuencias A_2.pdf”, de la siguiente
dirección:
https://drive.google.com/open?id=0B5cpOGWJiJzRb1dwMHdMMWRVbEU
Secuencias  A.3  –  Secuencia  optimizada  del  TcEF2  para  su  expresión  en  levaduras. En  el
alineamiento se muestran las secuencias del EF2 de T. cruzi (TcEF2) y la versión del mismo factor
con sus codones optimizados para hacer un mejor aprovechamiento de la abundancia relativa de los
ARNt en S. cerevisiae (TcEF2cos). Entre estas secuencias se muestra la secuencia aminoacídica que
codifican, en código de una letra. *: sitio donde se conserva la base entre las secuencias de ADN de
TcEF2 y TcEF2cos.
Esta información puede  DESCARGARSE bajo el nombre “Secuencias A_3.txt”, de la siguiente
dirección:
https://drive.google.com/open?id=0B5cpOGWJiJzRb1dwMHdMMWRVbEU
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A.6 Scripts
Los  distintos  scripts  generados  y/o  utilizados  para  la  realización  del  presente  trabajo  están
disponibles para DESCARGA de la siguiente dirección:
https://drive.google.com/open?id=0B5cpOGWJiJzRb1dwMHdMMWRVbEU
En la siguiente tabla se detallan los  nombres de los distintos  scripts  como figuran en la sección
Materiales  y  Métodos,  el  lenguaje de programación en el  que fueron escritos  y  los  módulos
necesarios para ejecutarlos:



